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Beschreibunq 

Die vorllegende Erfindung betrifft Nucleinsauren, die ein zur Hyphen- 
entwicklung von Candida erforderliches Zellwandprotein codieren, 
Fragmente der Nudelnsauren, die Nucleinsauren oder Nucieinsaure- 
Fragmente enthaltende Vektoren, die Vektoren entlialtende Wlrtszel- 
len, die von den Nucleinsauren codlerten Zellwandproteine, gegen 
die Proteine gericFitete Antikorper, Verfahren zur Herstellung der 
Zellwandproteine, Verfahren zur Charakterisierung und/oder zum 
Nachweis des Hyphenstadiums von Candida, Verfahren zum Nach- 
weis einer Canof/da-lnfektion, Verfahren zum Identifizieren von Sub- 
stanzen mit therapeutlscher Wirkung gegen durch Candida verur- 
sachte Krankheiten. diagnostische und phannazeutische Zusam- 
mensetzungen, die die Nucleinsauren, Nucleinsaure-Fragmente, 
Vektoren, Wirtszellen, Proteine und/oder Antikorper gegen das Zell- 
wandprotein enthalten. Kits zur in vitro-ldentifiziemng der Zellwand- 
proteine sowie die Venwendung der Nucleinsauren, Vektoren, Prote- 
ine Oder Antikorper zur Diagnose und Behandlung von Candida- 
verursachten Krankheiten beziehungsweise zur Herstellung von dia- 
gnostischen oder pharmazeutischen Zusammensetzungen. 

Candida albicans ist der haufigste Erreger von systemlschen Myko- 
sen beim Menschen. Normalenveise besiedelt C. albicans als Kom- 
mensale die Oberflachen des Gastrointestlnal-Traktes und der 
Schleimhaute von Mensch und Tier. Wahrend einer systemlschen 
Infektion kann C. albicans jedoch eine Vielzahl wichtiger Organe ei- 
nes Organismus befallen. Bel immunsupprimierten Patienten kann 
C. albicans haufig opportunistische Infektionen verursachen. Insbe- 
sondere bei immunsupprimierten Patienten k6nnen Candida- 
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Infektionen einen auSerst schweren Verlauf nehmen und zu lebens- 
bedrohenden Zustanden fuhren. Die Inzidenz invasiver und schwer 
zu behandelnder Canof/da-Mykosen nimmt weltweit deutlich zu. Zu 
den wichtigsten Risikofaktoren fur die Entwicklung von Pilzinfektio- 
5 nen wie Candida-Mykosen gehfiren Neutropenie, aggressive Tumor- 
therapie, Immunsuppression, AIDS, Antibiotika-Therapien, Diabetes 
mellitus, eine sehr lange Venweildauer iniravenoser Katheder, Graft- 
versus-Host-Krankheit und chirurgische Erngriffe. 

Die exakte Diagnose pilzlicher Infektionen, insbesondere von Candi- 

10 cfa-lnfektionen, ist auBerst schwierig, da die kllnlschen Befunde bel 
Pllzlnfektlonen ubenwiegend uncharakterlstlsch sind. Zur DIagnostIk 
Invasiver Pllzlnfektlonen werden bisher hauptsachllcli Kulturen zur 
exakten Spezles-Bestimmung angelegt, wobei jedoch auf Kulturen 
basierende diagnostlsche Tests Im Allgemeinen nicht ausreichend 

15 genau und sensitiv sind. Daruber hinaus ist es auch sehr schwer, 
eine Unterscheidung zwischen einer Kolonisierung und einer Invasi- 
on des Pllz-Pathogenes vorzunehmen. Zur Diagnose von Pilzinfektl- 
onen werden auch Proben des Patlenten mikroskopisch untersucht. 
Vor allem bei Vorliegen von nur wenigen Hyphenfragmenten Ist al- 

20 lerdlngs eine Spezles-Unterscheidung und daher auch eine genaue 
Spezles-Bestimmung nIcht Immer m5glich. Zum Nachwels Invasiver 
Pllzlnfektlonen, insbesondere Ca/7c//da-lnfektionen, werden auch se- 
rologlsche Verfahren eingesetzt, wobei sich jedoch hier herausge- 
stellt hat, dass die derzeit verfQgbaren Antlkorper-Tests bel Immun- 

25 supprlmierten Patlenten teilwelse nur abgeschwacht reagieren, was 
eine Interpretation der Titer-Kinetik erschwert. In den letzten Jahren 
wurden daruber hinaus Verfahren zum Nachweis von Pilz- 
spezifischer DNA mit Hllfe von Hybridisierungsverfahren und der Po- 
lymerase-Kettenreaktion (PGR) entwickelt, die jedoch in der klini- 
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schen Anwendung eine zu geringe Sensitivitat und Spezifitat zeigen. 
Problematisch ist insbesondere, dass die derzeit eingesetzten DNA- 
Extraktions- und Ampllfikationsverfahren kein Routine-Screening von 
Patienten eriauben. Insgesamt zeigt sich, dass derzeit eine zuverlSs- 
5 sige Diagnose von Ca/7c//da-lnfektionen sehr scfiwer ist. da die Diag- 
nose-Verfahren nichit ausreicliend sensitiv oder spezifiscli sind, wo- 
bei invasive Pilz-lnfektionen zumeist erst relativ spat erfasst werden 
kdnnen. 

Die klinisciie Behandlung von C. ato/cans-lnfektionen erfolgt derzeit 
10 hauptsSchlich unter VenA/endung von Polyen-Ahtibiotika, Azol- 
Derivaten, Alylaminen/Tliiocarbamaten, Fluoropyrimidinen sowie E- 
chinocandinen. Die derzeit verwendeten Antimykotika tragen den 
medizinischen Erfordemissen jedocli nur teilweise Rechnung. Azole, 
beispielsweise Ketoconazol, sind lioclitoxiscli und weisen eine Reilie 
15 unerwunsclite Nebenwirkungen auf. Aucli hat s\ch gezeigt, dass sicli 
in zunehmendem IVIalie gegen die eingesetzten Azole und Eciiino- 
candine Resistenzen entwickein (Scliuetzer-IVIuelilbauer et a!., Mol 
IVIicrobiol., 48 (2003), 223-235). Polyen-Makrolide wie Amphothericin 
B und Nystatin fiiiiren aufgrund ihrer holien Toxizitat ebenfalls zu 
20 starken Nebenwirkungen. 

Die Entwicklung weiterer verbesserter Diagnostika, die eine zuver- 
lassige Zuordnung einer Erkrankung zu den durch die Gattung Can- 
dida liervorgerufenen infektionen gestatten, und weiterer verbesser- 
ter Antimykotika zur Beliandlung von Infektionen oder Krankheiten 
25 die durch Candida hervorgerufen werden, ist daher dringend erfor- 
derlich. 
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Das der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende technische Prob- 
lem besteht daher in der Bereitstellung von Mittein und Verfahren, 
die eine exal<te und schnelle Diagnose der von Candida, insbeson- 
dere C. albicans hervorgerufenen Kranl<heiten und lnfei<tionen er- 
moglichen, sowie in der Bereitstellung von Mittein und Verfahren, die 
zur Entwicklung neuartiger hochwirksamer Therapeutlka eingesetzt 
werden konnen, die Insbesondere eine gezleite Therapie von durch 
Candida hervorgemfenen Infektionen ermoglichen und die nicht die 
im Stand der Technik bekannten Nachteile aufweisen, beispielswel- 
se keine Nebenwirkungen Im behandelten Organismus hervorrufen. 

Die Erfindung lost das ihr zugrundeliegende technische Problem 
durch die Bereitstellung eines NucleinsauremolekQIs, das ein zur 
Hyphenentwicklung eines pathogenen pilzlichen Organismus erfor- 
derliches Zellwandprotein codiert, ausgewahit aus der Gruppe be- 
15 stehend aus: 

a) einem Nucleins3uremolekQI mit einer der in SEQ ID Nr. 1 , SEQ 
ID Nr. 3 Oder SEQ ID Nr. 5 dargestellten Nucleodidsequenzen, 

b) einem NucleinsauremolekQI mit einer Nucleotidsequenz, die ein 
Protein mit einer der in SEQ ID Nr. 2, SEQ ID Nr. 4 oder SEQ 

20 ID Nr. 6 dargestellten Aminosauresequenzen codiert, 

c) einem Nucleinsauremolektil mit einer Nucleotidsequenz, die 
uber ihre gesamte Lange eine Homologie von mindestens 80 % 
26 einer Nucleotidsequenz eines der Nucleinsauremolekule von 
a) Oder b) zelgt, und 
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d) einem Nucleinsauremolekul mit einer Nucleotidsequenz, die zu 
einer Nucleotidsequenz eines der Nucleinsauremolekule von a) 
bis c) komplementar ist. 

Die voriiegende Erfindung lost also das ihr zugrundeliegende techni- 
5 sche Problem durch die Bereitsteilung von Nucleinsauren, die 
hyphenspezifische Zellwandproteine von Candida codiert. Die erfin- 
dungsgemaB erstmals bereitgestellten hyphenspezifischen Zell- 
wandproteine Rbr1p, Rbr2p und Rbr3p sind pH- und/oder Tempera- 
tur-regulierte Vimlenzfaktoren von C. albicans. Rbr1p, Rbr2p und 
10 Rbl"3p sInd notwendig fur eine erfolgreiche Infektlon des Wirtes 
durch Candida. Dies wurde durch die Erfinder der vorliegenden Er- 
findung insbesondere am Beispiel von Rbr1p in einem Maus-Modell 
fOr systemische Candidose nachgewiesen. Untersuchungen der Er- 
finder der Erfindung zeigen, dass Rbr1p, Rbr2p und RbrSp In Ab- 

15 hangigkeit vom pH-Wert in der Zelle exprimiert werden. Insbesonde- 
re fur Rbr1p wurde gezeigt, dass es sich um ein GPI-verankertes 
Zeilwandprotein handelt. Die hyphenspezifischen Zellwandproteine 
Rbr1p, Rbr2p und RbrSp sind als Bestandteile der Zellwand beson- 
ders gut fur die Entwicklung von Antimykotika geeignet, da Zell- 

20 wandproteine insbesondere fQr kleine Wfrkstoff-Molekule frei zu- 
ganglich sind, wobei diese keine Zellmembran Qberwinden mussen. 
Durch die Identifizierung von Rbrip, Rbr2p und RbrSp als essentielle 
Faktoren fOr eine systemische Ca/7cf/c/a-lnfektion werden neue, bis- 
lang noch nicht beschriebene Targets bereitgestellt, die sich in be- 

25 sonderem MalSe zur Antimykotika-Entwicklung eignen. 

Da die Zellwand von Candida fOr die Adhesion von Cand/c/a-Zellen 
an Zellen des Wirtsorganismus verantwortlich ist, sind die Bestand- 
teile der Zellwand hyphaler Zellen, also auch Rbrip, Rbr2p und 
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RbrSp, von besonderer Bedeutung fur die Auspragung der Pathoge- 
nitat von C. albicans. Da die erfindungsgemaBen Proteine Rbr1p, 
Rbr2p und RbrSp nur in der Zeliwand der virulenten Hyphenform 
vorkommen, lessen sich diese Zeilwandproteine erfindungsgemaS 
5 auch als serodiagnostische Marker einsetzen, urn beispielsweise 
eine Invasive Candida-Mykose von einer einfachen Candida- 
Kolonisiemng zu untersc5heiden, wobel durch den Nachweis des er- 
flndungsgemaSen Rbr1p-, Rbr2p- und/oder RbrSp-Proteins in einer 
zu untersuchenden Probe das Vorliegen einer CaA?c//c/a-!nfektion an- 
10 gezelgtwird. 

ErfindungsgemaS lassen sichi die Rbr1p-, Rbr2p- und RbrSp- 
Proteine In vorteilliafter Welse auch zur Entwicklung diagnostlscher 
und/oder tlierapeutisclier Antikorper einsetzen, mit deren Hilfe eine 
Spezies-spezlflsche Diagnose oder TFierapie moglich ist. Alle Be- 

15 standteile der Zeliwand von Candida-Zellen spielen eine essentielle 
Rolle bel der Auslosung und Modulation der gegen Candida gerich- 
teten immunreaktionen des Wirtsorganismus. Im Allgemelnen be- 
steht die CaA7cy/c/a-Zellwand aus komplexen Giucose-Polymeren, bei- 
spielsweise p-1,3-Glucanen und p -1 ,6-Glucanen, Chitin und Man- 

20 noproteinen. Gegen diese Antlgene gerichtete Antikorper weisen 
daher stets auch diese Kohlenhydrat-Reste nach. Da die Mannane 
der einzelnen Candida-Spezies allerdlngs hohe Ahnllchkeit aufwel- 
sen, besteht zwischen den CandidaSpe^es Kreuzreaktivitat, sodass 
eine Unterscheidung einzeiner Candida-Spezies unter Venwendung 

25 von Antlkerpem, die gegen Glucose-Polymere gerichtet sind, haufig 
nicht moglich ist. Gegen die erfindungsgemaUen Zeilwandproteine 
Rbr1p, Rbr2p oder RbrSp gerichtete Antikorper weisen jedoch nur 
Protein-spezifische Epitope nach, nicht jedoch unspezifische Man- 
nan-Bestandteile. 
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Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung umfasst der Beg- 
riff „Candida" Sprosspiize der Fungi imperfecti. Sprosspiize von Can- 
dida sind pleomorphe Organismen, deren Lebenszyklus durch rever- 
sible morphogentische Obergange zwischen Sprossung und pseu- 
5 dohyphalen bezlehungsweise hyphalen Wachstumsformen gekenn- 
zerchnet sind. Der Obergang von getrennten Hefezellen (Blastospo- 
ren) zu fiiamentosen Formen, das hieilSt Hyphen und Pseudohyphen, 
wird als Dimorphismus bezeiclinet. Gene bezlehungsweise die von 
diesen Genen codierten Proteine, die wahrend des hyphalen Wachs- 

10 . turns exprimiert werden. sind von enormer Bedeutung fur die Aus- 
prSgung der Virulenzelgenschaften von Candida. Der Obergang zwi- 
schen filamentosem Wachstum und Virulenzelgenschaften kommt 
beispielsweise dadurch zum Ausdruck, dass C. ato/cans-Formen, die 
keine Hyphen ausbilden, in tierischem Modellsystem, beispielsweise 

15 Mus musculus, avirulent sind (Lo et al., Cell, 90 (1997), 939-949). Zu 
diesen fakultativ pathogenen Pilzen gehoren neben C. albicans auch 
C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis, C. guilliermondii, C. glabrata, 
C. dubliniensis, C. lusitaniae, Trichosporon-Avten oder Blastosclii- 
zomyces-Arten. 

20 Unter „Dlfferenzierungsstadlen" oder „Wachstumsstadlen" von Can- 
d/da-Zellen werden erflndungsgemali die im Ca/7c//da-Lebenszyklus 
auftretenden morphogenetlschen Wachstumsformen verstanden, 
wobel Insbesondere zwischen dem Hefe-Wachstumsstadlum und 
dem Hyphen- und Pseudohyphen-Wachstumsstadium unterschieden 

25 wird. Der Obergang vom Hefewachstum zum fiiamentosen Wachs- 
tum, das heilJt Bildung von Hyphen oder Pseudohyphen, wird als 
Dimorphismus bezeichnet. Das nicht-virulente Hefe-Stadium ist 
durch das Auftreten sogenannter Blastosporen, foe! denen es sich 
urn gram-positive kapsellose Sprosszellen von ovaler bis rundlicher 
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Form handelt, und die Vermehrung mittels Sprossung gekennzeich- 
net. Das virulente Hyphen- und Pseudohyphen-Wachstumsstadium 
ist durch die Bildung von echtem Myzel und/oder Pseudomyzel ge- 
kennzeichnet. Unter Verwendung der erflndungsgemafien Nuclein- 
5 sauremolekule, die ein wShrend des Hyphenwachstums exprimiertes 
Zellwandprotein codieren, ist es also mSglich. das Hyphenstadium 
von Candida-ZeWen vom Hefestadium zu unterscheiden und daher 
das Hyphenstadium zu charakterisieren und/oder nachzuweisen, 
wobei das Hyphenstadium dadurch charakterisiert ist, dass das er- 
10 findungsgemaSe Zellwandprotein Rbrip und/oder das erfindungs- 
gem§Se Zellwandprotein Rbr2p und/oder das erfindungsgemalJe 
Zellwandprotein RbrSp vorliegt/vorliegen. 

Die erfindungsgemaden NucleinsauremolekQIs sind also proteinco- 
dierende Nucleinsauren, die ein zur Hyphenentwicklung eines pa- 

15 thogenen pilziichen Organismus erforderliches Zellwandprotein, ins- 
besondere das Zellwandprotein Rbrip, das Zellwandprotein Rbr2p 
und/oder das Zellwandprotein RbrSp codieren. Insbesondere handelt 
es sich um Nucleinsauremolekule, die die Sequenz des RBR1-Gens, 
des RBR2-Ger\s und/oder des RBR3-Gens von C. albicans aufwei- 

20 sen. Die RBR1-, RBR2- und f?Bf?3-Gene ist sind pH- und/oder Tem- 
peratur-regulierte Gene, deren Expression durch den Repressor 
Nrglp aktiviert und durch den Transkriptionsfaktor Rim101p repri- 
miert wird. 

Eine weitere Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung betrifft 
25 Nucleinsauremolekule, die ein hyphenspezifisches Zellwandprotein 
einer Candida-Spezies codieren, wobei die Nucleinsauremolekule zu 
den Nucleinsauren, die das Rbri p-, Rbr2p- oder RbrSp-Protein von 
C. albicans codieren, Qber ihre gesamte Lange hinweg eine sehr 
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groBe Homologie aufweisen, wobei die Homologie mehr als 75 %, 
insbesondere mehr als 80 %, vorzugsweise mehr als 85 %, beson- 
ders bevorzugt mehr als 90 % und am bevorzugtesten mehr als 95 
% Oder mehr als 98 % betragt. Im Zusammenhang mit der vorlie- 
5 genden Erfindung wird unter „Homologie" der Grad der Identitat ver- 
standen, der zwischen den Nucleotldsequenzen von zwei Nuclein- 
sauremolekulen oder zwischen den Aminosauresequenzen von zwei 
Protein-MolekQIen besteht. Homologe Nucleinsauren konnen mit der 
in SEQ ID Nr. 1, SEQ ID Nr. 3 oder SEQ ID Nr. 5 dargestellten Nuc- 
10 lelnsauresequenz hybridisleren. Hybridisieren bedeutet im Rahmen 
der Erfindung eine Hybridisierung unter vorzugsweise stringenten 
Hybridisierungsbedingungen, wie sie in Sambrook et al., „Molecular 
cloning: A laboratory manual", Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
2. Ausgabe (1989), beschrieben sind. 

15 Das erfindungsgemaUe Nucleinsauremolekul kann sowohl ein Wild- 
typ-Zellwandprotein, beispielsweise Rbr1p von C. albicans mit der in 
SEQ ID Nr. 2 dargestellten Aminosauresequenz, Rbr2p von C. albi- 
cans mit der in SEQ ID Nr. 4 dargestellten Aminosauresequenz oder 
RbrSp von C. albicans mit der in SEQ ID Nr. 6 dargestellten Amino- 

20 sauresequenz, ais auch ein mutiertes Zellwandprotein oder ein Deri- 
vat davon codieren. Nucleinsauren, die ein gegenuber Rbr1p, Rbr2p 
Oder RbrSp von C. albicans mutiertes Zellwandprotein beziehungs- 
weise ein Derivat davon codieren, weisen eine Nucleinsauresequenz 
auf, die gegenQber der in SEQ ID Nr. 1, SEQ ID Nr. 3 oder SEQ ID 

25 Nr.5 dargestellten Nucleinsauresequenz an mindestens einer, vor- 
zugsweise mehreren Positionen geandert, das heifSt mutiert ist. 
„Mehrere Positionen" bedeutet erfindungsgemaB, dass 2 bis maxi- 
mal 150 Positionen, insbesondere 2 bis maximal 120 Positionen, 
vorzugsweise 2 bis maximal 90 Positionen, besonders bevorzugt 2 
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bis maximal 60 Positionen, und am bevorzugtesten 2 bis maximal 30 
Positioner), 2 bis maximal 24 Positionen, 2 bis maximal 18 Positio- 
nen, 2 bis maximal 12 Positionen Oder 2 bis maximal 6 Positionen in 
der Nucleinsauresequenz mutiert sind, wobei die Homologie der ge- 
5 anderte Positionen enthaltenden Nucleinsauren Ciber deren gesamte 
Lange hinweg zu der in SEQ ID Nr. 1, SEQ ID Nr. 3 oder SEQ ID Nr. 
5 dargestellten Nucleinsauresequenz mehr als 75 %, insbesondere 
mehr a! 80 %, vorzugsweise mehr als 85 %, besonders bevorzugt 
mehr als 90 % und am bevorzugtesten mehr als 95 %, 96 %, 97 %, 
10 98 % Oder 99 % betragt. 

Die Abwerchungen gegenuber der in SEQ ID Nr. 1, SEQ ID Nr. 3 
Oder SEQ ID Nr. 5 dargestellten Nucleinsauresequenz, das heiSt die 
Mutationen, kdnnen beispielswelse durch Deletionen, Substitutionen, 
Insertionen. Additionen, Nucleotid-Austausche und/oder Rekomblna- 

15 tion entstanden sein. Bel den Mutationen kann es sich um naturli- 
cherweise auftretende Variationen handein, beispielswelse um Se- 
quenzen aus anderen, nahe verwandten Organismen oder anderen 
klinischen Isolaten der gleichen Candida-Spez\es oder um auf natOr- 
liche Weise entstandene Mutationen. Es kann sich aber auch um 

20 Mutationen handein, die mit technischen Mittein kunstlich erzeugt 
wurden, beispielswelse durch UV-Strahlen, Rontgenstrahlen oder 
chemische Agenzien. Es kann sich aber auch um Sequenzanderun- 
gen handein, die mittels gentechnischer Verfahren erzeugt wurden. 
ErfindungsgemaB kdnnen die NuclelnsauremolekQIe auch solche 

25 Mutationen oder Abwandlungen der erfindungsgemafSen NucleinsSu- 
re enthalten, die durch Fusion mit einem anderen Gen oder Berei- 
chen eines solchen Genes aus der gleichen CaA7d/da-Spezies einer 
anderen Candida-Spezles oder einem anderen Organismus erzeugt 
wurden. Beispielswelse kann es sich um Nucleinsauremolekuie han- 
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dein, die Bereiche des erflndungsgemaUen RBR1-Gens in Kombina- 
tlon mit Bereichen des erfindungsgemaBen RBR2-Gens und/oder 
Bereichen des erfindurigsgemaBen RBR3-Gens aulweisen. 

Die erfindungsgemaBe Nucleinsaure beziehungsweise das erfin- 
5 dungsgemaBe Nucleinsauremolekul kann jedoch auch eine Nucleo- 
tidsequenz aufweisen, die gegenuber der in SEQ ID Nr. 1, SEQ ID 
Nr. 3 Oder SEQ ID Nr. 5 dargestellten Nucleotidsequenz verkurzt ist. 
Ein solches verkurztes NucleinsauremolekQI kann ebenfalls ein voll- 
standiges Zellwandprotein Rbr1p, Rbr2p bzw. Rbr3p oder aber nur 

10 ein Fragment davon, beisplelsweise eine Protein-Domane oder ein 
Epitop davon codieren. Unabhangig davon, ob das erfindungsgemaB 
venwendete, verkQrzte Nucleinsauremolekul ein vollstandiges Zell- 
wandprotein Rbr1p, Rbr2p bzw. RbrSp oder nur ein Fragment davon 
codiert oder nicht, so muss sie In jedem Fall in der Lage sein, in An- 

15 tIsense-Orientierung die Protein-Expression der das Zellwandprotein 
Rbr1p, Rbr2p oder RbrSp codierenden Nucleinsaure, beispielsweise 
einer das Wildtyp-Protein oder einer ein mutiertes Protein codieren- 
de Nucleinsaure, in deren naturlichen zellularen Umgebung oder in 
einem geeigneten Wirtssystem zu inhibieren. „lnhibieren" bedeutet 

20 im Kontext der vorliegenden Erfindung entweder eine vollstandige 
Biockierung oder zumindest eine teilweise Reduzierung der 
Transkription und/oder Translation der zu inhlbierenden Nucleinsau- 
re. 

In einer weiteren Ausftihrungsform handelt es sich bei dem erfin- 
25 dungsgemaBen NucleinsauremolekQI um ein Molekul mit einer Nuc- 
leotidsequenz, die zu einer Nucleotidsequenz einer der vorgenann- 
ten NucleinsSuremolekaie komplementar ist. Eine Nucleinsaure be- 
ziehungsweise eine Nucleotidsequenz ist „komplementar" zu einer 
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anderen Nuclelnsaure beziehungsweise Nucleotidsequenz, wenn sie 
Qber ihre gesamte Lange hinweg mit dieser einen Doppelstrang bil- 
den kann, in dem alle Nucleotide nach den Regein von Watson und 
Crick durcli Wasserstoff-Bruckenbindung gepaart vorliegen. Bei- 
5 spieisweise ist ein mRNA-l\/lolekQI komplement§r zu einem der DNA- 
Strange eines Genes, von dem es codiert wird. 

ErfindungsgemaR ist insbesondere vorgesehen, dass die erfin- 
dungsgemaBen NucleinsauremolekQie in isolierter und gereinigter 
Form vorliegen. ErfindungsgemaS ist femer vorgesehen, dass das 
10 NucIeinsauremolekQI als DNA-. RNA-, PNA-, LNA-MolekQI oder als 
Mischform davon vorliegt. Bei „PNA" („Peptlde Nucleic Acid" oder 
..Polyamlde Nucleic Add")-Sequenzen handelt es sich um MolekQIe, 
die nicht negativ geladen sind und In glelcher Weise wie DNA wirken 
(Nielsen et al., Science. 254 (1991), 1497-1500; Nielsen et al., Bio- 

15 chemlestry, 26 (1997), 5072-5077; Weiler et al., Nuc. Acids Res., 25 
(1997), 2792-2799). PNA-Sequenzen umfassein ein Polyamid- 
Grundgerust aus N-(2-Aminoethyl)-glycin-Einheiten und besitzen 
kelne Glucose-Einheiten und keine Phosphat-Gruppen. Die unter- 
schiedlichen Basen sind uber Methylen-Carbonyl-Bindungen an das 

20 Grundgerust gebunden. „LNA" (Locked Nucleic Add)-MolekQle sind 
dadurch gekennzeichnet, dass die Furanose-Rlng-Konformation 
durch einen Methylen-Llnker beschrankt ist, der die 2'-0-Position mit 
der 4'-G-Position verblndet. LNAs werden als einzelne Nucleotide in 
Nucleinsauren. belspielsweise DNA- oder RNA, eingebaut. LNA- 

25 MolekQIe unterliegen ebenfalls wie PNA-MoIekQIe den Watson-Crick- 
Basenpaarungs-Regeln und hybridisieren mit komplementaren DNA- 
und/oder RNA-Molekulen. LNA/DNA- oder LNA/RNA- 
Duplexmolekule zeigen gegenuber ahnlichen Duplexmolekulen, die 
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ausschlleSlich aus DNA oder RNA gebildet sind, erhohte thermische 
Stabilitat. 

Die erfindungsgemaS eingesetzte Nucleinsauremolekule konnen aus 
einer naturlichen Quelle isollert worden sein, vorzugswelse aus Zel- 
5 len von C. albicans oder einer anderen Candida-Spezies. Die erfin- 
dungsgemaUen Nucleinsauremolekule konnen aber auch mittels ei- 
nes bekannten Verfahrens chemisch synthetisiert worden sein. 

Eine weitere Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung betrifft ein 
Fragment eines Nucleinsauremolekules, dass ein zur Hyphenent- 
10 wicklung eines pathogenen pilzlichen Organismus erforderliches 
Zellwandprotein, insbesondere das Zellwandprotein Rbr1p, Rbr2p 
Oder Rbr3p von C. albicans, codiert. Unter einem .Fragment" eines- 
NucleinsauremolekOls wird ein Teilbereich eines erfindungsgemaBen 
Nucleinsauremolekuls verstanden, das in der natQrIichen zellularen 
15 Umgebung des erfindungsgemaBen Nucleinsauremolekuls oder in 
einem geeigneten Wirtssystem die Protein-Expression der erfin- 
dungsgemaUen Nucleinsaure, die ein Zellwandprotein codiert, inhi- 
bieren kann. Jnhibieren" bedeutet im Kontext der vorliegenden Er- 
findung entweder eine vollstandlge Blockierung oder zumindest eine 
20 teilweise Reduzierung der Transkription und/oder Translation der zu 
inhiblerenden Nucleinsaure. Eine in Antisense-Orientierung vorlie- 
gende Nucleinsaure oder ihre mRNA ist zu der mRNA einer zu inhi- 
blerenden Nucleinsaure komplementSr und verbindet sich mit dieser 
zu einem doppelstrangigen NucleinsauremolekQI, das enzymatisch 
25 abgebaut wird. In einer besonders bevonzugten Ausfuhrungsform der 
Erfindung weist das erfindungsgemaSe Fragment mindestens 10 
Nucleotide auf. In weiteren AusfQhrungsformen weist das Fragment 
mindestens 15, insbesondere mindestens 25, vorzugsweise mindes- 
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tens 50 und besonders bevorzugt mindestens 100 Nucleotide auf. 
Das erfindungsgemaBe Fragment kann daher auch ein Oligonucleo- 
tld sein. Die Homologie des erfindungsgemaSen Fragmentes Qber 
seine gesamte Lange hinweg zu der in SEQ ID Nr. 1, SEQ ID Nr. 3 
5 Oder SEQ ID Nr. 5 dargestellten Nuclelnsauresequenz betragt min- 
destens 75 %, insbesondere mindestens 80 %, vorzugsweise min- 
destens 85 %, besonders bevorzugt mindestens 90 %, und am be- 
vorzugtesten mindestens 95 %, 96 %, 97 %, 98 % oder 99 %. 

Weltere Ausfiihrungsformen der Erflndung betreffen einen Vektor, 
10 der mindestens eIn erfindungsgemaBes Nucleins§uremoleku! 
und/oder mindestens ein Nudeinsaure-Fragment unter der funktio- 
nellen Kontrolle von mindestens einem Expresslons- 
Regulationselement enthalt, dass die Transkription der Nucleinsaure 
in eine translatierbare RNA und/oder die Translation der RNA in ein 
15 Protein gewahrleistet. Bei dem Vektor handelt es sich vorzugsweise 
um ein Plasmid, ein Cosmid, ein Virus, einen Bakteriophagen, einen 
Shuttle-Vektor oder einen anderen in der Gentechnik ublichenweise 
eingesetzten Vektor. Geeignete regulatorische Elemente sind bei- 
spielsweise Promotoren, Enhancer, Operatoren, Silencer. Riboso- 
20 men-Bindungsstellen und/oder Transkriptions-Tenninatlonssignale, 
beispielsweise einen 3'-Transkriptionstermlnator. Die regulatorlschen 
Elemente, die funktionell mit den erfindungsgemSIJen Nucleinsau- 
remolekulen, beispielsweise dem NucleinsauremolekQI mit der in 
SEQ ID Nr. 1 dargestellten Nuclelnsauresequenz, verbunden sind, 
25 kSnnen aus anderen Organismen oder anderen Genen stammen als 
die Nucleinsauremolekule selbst. Selbstverstandlich konnen die 
funktionell mit den erfindungsgemafSen Nucleinsauremolekulen ver- 
bundenen Regulationseiemente auch aus Candida, insbesondere C. 
albicans stammen. ErfindungsgemaS ist ebenfalls vorgesehen, dass 
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der Vektor eine Signalsequenz zum Transport des von dem erfin- 
dungsgemaUen Nucleinsauremolekul codierten, exprimlerten Prote- 
ins in eine Zellorganelle, ein Zellkompartiment, in den extrazellularen 
Raum Oder aus der Zeile heraus aufweist. in einer besonders bevor- 
5 zugten Ausfuhrungsform der vorllegenden Erfindung konnen die er- 
findungsgemaUen NucleinsauremolekQIe in Antisense-Orientierung 
zu dem/den funktionell damit verbundenen regulatorischen Ele- 
ment(en) vorliegen, sodass eine Expression einer Antisense-mRNA 
emfi6gllcht wird. die in einem Zielorgan die Expression des endoge- 
10 nen C. albicans-RBR1-Gens, des endogenen C. albicans-RBR2- 
Gens bezieliungsweise des endogenen C. albicans-RBR3-Gens in- 
hibieren oder reduzieren kann. Bei Verwendung eines Fragmentes 
der erfindungsgemaBen Nucleinsauremolekule muss dieses eine 
Lange aufweisen, die ausreiclit, urn eine Hybridisierung und eine 
15 Translations-lnliibition zu ermogliclnen, beispielsweise eine Lange 
von mindestens 10 Nucleotiden, insbesondere mindestens 15, min- 
destens 25, vorzugsweise mindestens 50 und besonders bevorzugt 
mindestens 100 Nucleotiden. 

Die erfindungsgemafien Vektoren konnen noch weitere Funktions- 
20 einheiten besitzen, die beispielsweise eine Stabilisierung und/oder 
Replikation des Vektors in einem Wirtsorganismus bewirken oder 
zumindest dazu beitragen. Die erfindungsgemaBen Vektoren konnen 
selbstverstandlicii auch Elemente wie Antibiotikaresistenz-Gene, 
Selektionsmarker oder Nucleinsaure-Bereiche enthalten, die Affini- 
25 tatsepitope wie HA, Myc, Maltose-binding-Protein, His6 oder fluores- 
zierende Proteine wie Luciferase oder Gfp codieren. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls eine Wirtszelle, die eine 
Oder mehrere der erfindungsgemaUen Nucleinsauremolekule 
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und/oder einen oder mehrere der vorstehend genannten Vektoren 
enthalt und in bevorzugter Ausfuhrungsform in der Lage ist, das er- 
findungsgemafte Zellwandprotein Rbr1p, Rbr2p und/oder RbrSp zu 
exprimieren. Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfaiis auch solche 
5 Zellen, die von einer Wirtszelle abstammen, die mit den vorstehend 
genannten erfindungsgemaSen NucleinsSuren und/oder Vektoren 
transformiert wurde. Vorzugsweise sind die erfindungsgemaSen 
Wirtszellen prokaryotische oder eukaryotlsche Zellen wie Bakterlen-, 
Hefe-, Pflanzen-, Insekten- oder Saugerzellen, Insbesondere auch 

10 menschliche Zellen. Eine erfindungsgem§Be Wirtszelle kann da- 
durch gekennzelchnet sein, dass das eIngefOhrte erfindungsgemalSe 
NucleinsauremolekOI beziehungsweise das in dem Vektor enthaltene 
NudeinsauremolekOI heterolog in Bezug auf die transformierte Zelle 
ist. Das heilJt, dass das NucleinsauremolekOI, das ein Zellwandpro- 

15 tein von Candida codiert, natOrlichenweise nicht in dieser Zelle vor- 
kommt Oder aber an einem anderen Ort oder in einer anderen Ko- 
piezahl oder Orientierung im Genom der Wirtszelle lokalisiert ist als 
die entsprechende naturllcherweise vorkommende Nucleinsaure. 
Das eingefuhrte erfindungsgemaSe NucleinsSuremolekul kann in 

20 Bezug auf die transformierte Zelle aber auch homolog sein. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung ist die erfin- 
dungsgemaBe Wirtszelle eine gram-negative prokaryotische Zelle, 
besonders bevorzugt eine Enterobakterien-Zelle. Besonders bevor- 
zugt ist die erfindungsgemaSe Wirtszelle eine Escherichia coli-ZeWe. 
25 In einer weiteren Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung kann 
die erfindungsgemaBe Wirtszelle auch eine eukaryotlsche Zelle sein, 
insbesondere ein Pilzzelle, zum Beispiel eine Zelle aus der Gattung 
Candida, vorzugsweise C. albicans, eine Saccharomyces-ZeWe oder 
eine tierische Zelle, insbesondere eine Insekten- oder Saugerzelle. 
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Besonders bevorzugte Beispiele fur geeignete C. albicans- 
Wirtszellen sind Abkommlinge des Stammes SC5314 (Fonzi und 
Irwin, Genetics, 134 (1993), 717-728). ErfindungsgemaS ist auch 
vorgesehen, dass die erfindungsgemaSe Wirtszelle in Form einer 
5 Zellkultur vorliegen kann. 

Das der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende technische Prob- 
lem wird auch durch die Bereitstellung eines Verfahrens zur Herstel- 
lung eines zur Hyphenentwicklung eines pathogenen pilzliclien Or- 
ganismus erforderliclien Zellwandproteins, insbesondere des Rbr1p- 

10 Proteins, des Rbr2p-Proteins und des RbrSp-proteins von Candida 
albicans, gelost, umfassend die Kultivierung einer erfindungsgema- 
Sen Wirtszelle in einem geeigneten Kulturmedium unter Bedingun- 
gen, die eine Expression des Zellwandproteins eriauben, und die 
Gewinnung des exprimierten Zellwandproteins aus der Zelle oder 

16 aus dem Medium. Dem Fachmann sind zahlreiche Verfafiren zur 
Kultivierung von prokaryotischen und eukaryotischen Wirtszellen in 
Kulturmedium sowie die Kultivierungsbedingungen, die zur Expressi- 
on von Proteinen fiiiiren, bekannt. Der Fachmann kennt ebenfalls 
zahlreiche Verfahren zur Isolierung von exprimierten Proteinen aus 

20 einer Zelle und/oder aus dem Kulturmedium. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls ein Protein, das die in 
SEQ ID Nr. 2 dargestellte Aminosauresequenz aufweist und von der 
in SEQ ID Nr. 1 dargestellten Nucleinsauresequenz codiert wird. In 
bevorzugter Ausfuhrungsform handelt es sich bel dem Protein um 
25 das Rbrlp-Protein von C. albicans, wobei das erfindungsgema&e 
Protein unter Venn/endung des erfindungsgemaBen Verfahrens zur 
Herstellung des zur Hyphenentwicklung erforderlichen Zeliwandpro- 
telnes hergestellt werden kann. 



-17- 



Gleiss & Grofte 



Die Erfindung betrifft auch ein Protein, das die in SEQ ID Nr. 4 dar- 
gestellte Aminosauresequenz aufweist und von der in SEQ ID Nr. 3 
dargestellten Nucleinsauresequenz codiert wird. In bevorzugter Aus- 
fuhrungsform handelt es sich bei dam Protein urn das Rbr2p-Protein 
5 von C. albicans, wobei das erfindungsgemaSe Protein unter Ver- 
wendung des erfindungsgemaSen Verfahrens zur Herstellung des 
zur Hyphenentwicklung erforderlichen Zellwandprotelnes hergestellt 
werden kann. 

Die Erfindung betrifft ferner ein Protein, das mindestens die in SEQ 
10 ID Nr. 6 dargestellte Aminosauresequenz aufweist und von der in 
SEQ ID Nr. 5 dargestellten Nucleinsauresequenz codiert wird. In be- 
vorzugter AusfQhrungsform handelt es sich bei dem Protein urn das 
Rbr3p-Proteln von C. albicans, wobei das erfindungsgemaiSe Protein 
unter Venvendung des erfindungsgemaSen Verfahrens zur Herstel- 
15 lung des zur Hyphenentwicklung erforderlichen Zellwandprotelnes 
hergestellt werden kann. 

Die voriiegende Erfindung betrifft ebenfalls Antikorper, die spezifisch 
ein erfindungsgemSBes Zellwandprotein, insbesondere das erfin- 
dungsgemaUe Zellwandprotein Rbrip, Rbr2p oder RbrSp von C. al- 
io bicans, erkennen und daran binden. Im Zusammenhang mit der vor- 
liegenden Erfindung wird unter einem .Antikorper" ein PolypeptId 
verstanden, das im Wesentlichen von einem Immunglobulin-Gen 
Oder mehreren Immunglobulin-Genen codiert wird, oder Fragmente 
davon. das/die ein Antigen spezifisch bindet/binden und er- 
25 kennt/erkennen. Bekannte Immunglobulin-Gene umfassen sowohl 
die kappa-, lambda-, alpha-, gamma-, delta-, epsilon- und mu-Gene 
fQr den konstanten Bereich als auch die zahlreichen Gene fQr den 
variablen Immunglobulin-Bereich. Antikorper konnen beispielsweise 



-18- 



Gleiss & Grofte 



als intakte Immunglobuline oder als eine Reihe gut charakterisierter 
Fragmente davon, die mittels Spaltung mit verschiedenen Peptid- 
asen erzeugt warden, vorliegen. Der in der vorliegenden Besciirei- 
bung ven/vendete Begrlff ..Antikorper" umfasst dalier sowohl intakte 
5 Antikorper-Molekule als aucli Fragmente davon. Bei den Antikorper- 
Fragmenten liandelt es sich insbesondere urn Fragmente wie Fab, 
F(ab')2 und Fv, die die Epitop-Determinante binden konnen. Die 
Fragmente konnen entweder mittels Modifikation vollstandiger, gan- 
zer Antikorper oder mittels De novo-Syntliese unter VenA/endung von 
10 DNA-Rekombinationstechniken erzeugt worden sein. Der Begriff 
„Antik6rper" umfasst auch modifizierte Antikorper, beispielsweise 
oligomere, reduzierte, oxidierte und/oder markierte Antikorper. Bei 
dem Antikorper kann es sich sowohl urn einen monoclonalen als 
auch polyclonalen Antikorper handeln. Verfahren zur Herstellung von 
15 monoclonalen und polyclonalen Antikorpern sind im Stand der Tech- 
nik bekannt. 

Ein gegen das erfindungsgemaUe Rbr1p-, Rbr2p- oder RbrSp- 
Zellwandprotein gerichteter erfindungsgemaSer Antikorper erkennt 
daher spezifisch das Rbrip-, Rbr2p- oder Rbr3p-Proteln und bindet 

20 spezifisch daran. Vorzugswelse binden die erfindungsgemSGen Anti- 
korper Oder Antikorper-Fragmente keine anderen Antigene, bei- 
spielsweise andere an der Zeilwand von Candida vorhandene Prote- 
ine. in bevorzugter Ausfuhrungsform ist ein erfindungsgemaUer, ge- 
gen das Zellwandprotein Rbrip-, Rbr2p- oder Rbr3-Protein gerichte- 

25 ter Antikorper in der Lage, spezifisch nur das Zellwandprotein Rbr1 p- 
Protein oder das Rbr2p-Zellwandprotein oder das RbrSp- 
Zellwandprotein einer Cand/c/a-Spezies zu erkennen und daran zu 
binden. Das heiBt. ein gegen das Rbrip-, Rbr2p- oder RbrSp-Protein 
von C. albicans gerichteter Antikorper erkennt und bindet aus- 
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schlieSllch das Rbrip-, Rbr2p- oder RbrSp-Protein von C. albicans, 
nicht jedoch das entsprechende RbrlpProtein. das entsprechende 
Rbr2p-Protein beziehungsweise das entsprechender RbrSp-Protein 
einer verwandten Candida-Spezies, beispielsweise das Rbrlp- 
Protein, Rbr2p- Oder RbrSp-ProteIn von C. gfabmta. Umgekehrt er- 
kennt und bindet ein gegen das Rbrip-, Rbr2p- oder RbrSp-ProteIn 
von C. glabrata gerichtete AntikSrper nicht das entsprechende Pro- 
tein von C, albicans. 



Selbstverstandlich konnen die erfindungsgemaiJen Antikorper oder 
Fragmente modifiziert sein, zum Beispiel mit anderen Molekulen o- 
der anderen Teilen davon konjugiert, assoziiert oder kovalent oder 
nicht-kovaient gebunden sein. zum Beispiel mit einer Farbmarkie- 
rung, einer radioakliven !\/larkierung, einem eine messbare Reaktion 
auslSsenden Enzym, wie einer Phosphatase oder Peroxidase, En- 
zymsubstraten, fiuoreszierenden Substanzen, chemiiumineszenten 
Substanzen, cytotoxischen Agenzien, Spacern, Tragerstoffen oder 
ahnlichem. Die markierten, konjugierten oder nicht-modifizierten An- 
tikorper konnen in loslicher oder immobilisierter Form, beispielsweise 
auf Tragermatrices oder Beads wie Nanopartikein vorliegen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft selbstverstandlich auch einen Anti- 
korper, der einen gegen das Zellwandprotein Rbrip gerichteten Anti- 
korper und/oder einen gegen das Zellwandprotein Rbr2p gerichteten 
Antikorper und/oder einen gegen das Zellwandprotein Rbr3p gerich- 
teten AntikQrper spezlfisch erkennt und daran bindet. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Charakteri- 
sierung und/oder zum Nachwels des Hyphenstadiums von Candlda- 
Zellen oder Zellen pathogener pilzlicher Organismen. die mit Candi- 
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da verwandt sind, umfassend die Inkubation der Zellen oder Zellfrak- 
tionen davon mit einem Mittel zur Identifizierung des Zellwandprote- 
ins Rbr1p, Rbr2p, Rbrisp, eines homologen Proteins davon und/oder 
eines Fragmentes davon, wobel der Nachweis des Proteins oder 
5 eines Fragmentes davon das Vorliegen des virulenten Hyphenstadi- 
ums der Zellen anzeigt. 

Die vorliegende Erfindung lost also das ihr zugrundeliegende techni- 
sche Problem auch durcli die Bereitstellung von Protein-Markern, 
nSmlich der Zellwandprotein Rbr1p, Rbr2p und RbrSp von Candida, 

10 mit deren Hilfe es moglich 1st, das Hyphenstadium von Candida- 
Zellen eindeutig und exakt zu bestimmen. Da Rbr1p, Rbr2p und 
RbrSp nur in der Zellwand von hyphal wachsenden Cand/da-Zellen 
vorkommen, stellen die drei Proteine ideale Marker dar, mit deren 
Hilfe das hypliale Differenzierungsstadium von Cand/ofa-Zellen, bei- 

15 spielsweise C. a/bicans-ZeWen, eindeutig und schnell nachgewiesen 
und so zwisciien Hefezellen und Hyphenzellen klar unterschieden 
werden kann. Die Analyse und Bestimmung des hyphalen Entwick- 
lungsstadiums von Candida unter Verwendung der erfindungsgema- 
Ben Rbrip-, Rbr2p- und Rbr3p-Proteine liefert somit auch wichtige 

20 Infonnationen zur Virulenz des Pilzes. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter dem 
Begriff ..immunologlsches Mittel" insbesondere ein gegen das Zell- 
wandprotein Rbrip, Rbr2p oder RbrSp gerichtetes Antiseaim, ein 
gegen das Zellwandprotein Rbrip, Rbr2p oder RbrSp gerichteter An- 
25 tikSrper oder ein Fragment davon oder ein Komplex davon verstan- 
den. Unter einem „Antiserum" wird ein Serum verstand, das Antikor- 
per gegen ein monospezifisches Antigen oder mehrere Antigene be- 
zieliungsweise Epitope enthalt. Das Antiserum wird aus spezifiscii zu 



-21- 



Gleiss & Grofte 



diesem Zweck immunlsierten Tieren oder von Menschen, die eine 
bestimmte Erkrankung, insbesondere eine durch Candida-Arten ver- 
ursaclite Erkrankung durcligemacht haben, gewonnen. Aufgrund der 
Heterogenitat der Immunantwort enthalt das gegen ein Antigen, bei- 
5 spielsweise das gegen Rbr1p, Rbr2p oder RbrSp gerlchtete Antise- 
rum unterschiedliche Antikorper, sogenannte polyclonale Antikorper, 
die von verschledenen Plasma-Zellklonen produzlert werden. Erfin- 
dungsgemaB ist vorgesehen, dass der Nachweis von Rbr1p, Rbr2p 
Oder RbrSp oder eines Fragmentes davon durch das immunologi- 
10 sche Mittel mittels eines Fluoreszenz-Verfahrens. eines Ciiemielu- 
mrniszenz-Verfahrens, eines immunologisclien Verfalirens oder ei- 
nes radiometrisclien Verfalirens erfolgt. Das Verfahren zum Nach- 
weis des Voriiegens des Zellwandproteins Rbr1p, Rbr2p oder RbrSp 
kann gegebenenfails in Kombination mit einem mikroskopischen 
15 Verfahren und einem Bildauswertungsverfahren erfolgen. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgemaBen Ver- 
fahrens zur Charakterisierung und/oder zum Nachweis des 
Hyphenstadiums von Ca/7of/da-ZeHen ist das Zeilwandprotein Rbrip 
das Zeilwandprotein Rbrip von C. albicans, das von einer Nuclein- 

20 saure mit der in SEQ ID Nr. 1 dargestellten Nucleinsauresequenz 
codiert wird und die In SEQ ID Nr. 2 dargestellte Aminosaurese- 
quenz aulweist. In einer weiteren bevorzugten AusfOhrungsform des 
erfindungsgemalXen Verfahrens zur Charakterisierung und/oder zum 
Nachweis des Hyphenstadiums von Candida-ZeWen ist das Zell- 

25 wandprotein Rbr2p das Zeilwandprotein Rbr2p von C. albicans, das 
von einer Nucleinsaure mit der in SEQ ID Nr. 3 dargestellten Nuc- 
leinsauresequenz codiert wird und die in SEQ ID Nr. 4 dargestellte 
Aminosauresequenz aufwelst. In noch einer weiteren bevorzugten 
Ausfuhrungsform des erfindungsgemaUen Verfahrens zur Charakte- 
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risierung und/oder zum Nachweis des Hyphenstadiums von Candi- 
da-Zellen ist das Zellwandprotein RbrSp das Zellwandprotein Rbr3p 
von C. albicans, das von einer Nucleinsaure mit der in SEQ ID Nr. 5 
dargestellten Nucleinsauresequenz codiert wird und die in SEQ ID 
5 Nr. 6 dargestellte Aminosauresequenz aufweist. 

In welteren Ausftihrungsformen des erfindungsgemaBen Verfahrens 
ist das Zellwandprotein Rbr1, Rbr2p oder RbrSp das Rbr1 -Protein, 
Rbr2p-Proteln oder Rbr3p-Protein beziehungsweise ein homologes 
Protein dazu von C. tropicalis, C. krusei, C. pampsilosis, C. guillier- 

10 mondil C. glabrata, C. dubliniensis, C. lusitaniae, eIner Trichospo- 
ron-Art oder einer B/astoschizomyces-Art, wobei der Nacliweis des 
Proteins vorzugsweise unter Venvendung eines Antikorpers erfolgt, 
der spezifisch gegen das Rbr1p-Zellwandprotein, das Rbr2p- 
Zellwandproteln beziehungsweise das RbrSp-Zeilwandprotein von C. 

15 tropicalis, C. t<rusei, C. parapsilosis, C. guilliermondi, C. glabrata, C. 
dubliniensis, C. lusitaniae, Trichosporon oder Blastoschizomyces 
gerichtet ist. Dadurch wird erfindungsgemalJ das hyphale Differen- 
zierungsstadium von C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis, C. guil- 
liermondi, C. glabrata, C. dubliniensis, C. lusitaniae, Trichosporon 

20 bezieliungsweise Blastoschizomyces charalcterisiert und/oder nach- 
gewiesen. AntikSrper gegen das Rbrlp-Zellwandprotein, das Rbr2p- 
Zellwandprotein bezieliungsweise das RbrSp-Zellwandprotein aus 
einer der genannten CandidaSpezies konnen beispielsweise herge- 
stellt werden, indem das Rbrlp-Zellwandprotein, das Rbr2p- 

25 Zellwandprotein oder das Rbr3p-Zellwandprotein aus Zellen der ent- 
sprechenden Cand/da-Spezies isoliert und dann unter Verwendung 
von dem Fachmann bekannten Verfahren zur Erzeugung eines mo- 
noclonalen oder polyclonalen Antikorpers eingesetzt wird. Das 
Rbrlp-Zellwandprotein, das Rbr2p-Zellwandprotein beziehungsweise 
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das RbrSp-Zellwandprotein einer Candida-Spezies kann auch unter 
Verwendung einer der in SEQ ID Nr. 1, SEQ ID Nr. 3 oder SEQ ID 
Nr. 5 dargestellten Nucleinsauresequenzen eriialten warden, indem 
diese zur Isolierung einer iiomologen Nucleinsaure aus Zellen der 
5 entspreciienden Candida-Spezies eingesetzt wird. Nach Isolierung 
und Sequenzierung der homologen Nucleinsaure I<ann dann auf der 
Basis der erhaltenen Nuclelnsauresequenz die Aminosauresequenz 
des von der Nucleinsaure codlerten Rbr1p-Zellwandproteines, die 
Anninosauresequenz des von der Nucleinsaure codierten Rbr2p- 
10 Zellwandproteines beziehungsweise die Aminosauresequenz des 
von der Nucleinsaure codlerten RbrSp-Zellwandproteines abgeleitet 
werden. Das entsprechende Protein kann dann beispieisweise in 
vitro cliemisch syntlietisiert und zur Herstellung eines spezifisch da- 
gegen gerichteten Antikorpers eingesetzt werden. 

15 ErfindungsgemaB ist vorgesehen, dass die zu cliarakterisierenden 
Candida-ZeWen In einer Probe, vorzugsweise einer biologischen Pro- 
be vorliegen. Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird 
unter einer „biologischen Probe" insbesondere ein Haut- oder 
Schleimliautabstricli, eine Organbiopsie, eine Gewebebiopsie, eine 

20 Korperfliissigkeit, ein KQrpersekret, Stuhl oder eine Spulflussigkeit 
verstanden, die durch SpQIung von HohlrSumen oder Hohlorganen 
eines menschlichen oder tierischen Kdrpers gewonnen wurde. Die 
Probe kann sowohl einem lebenden oder toten Organismus, Organ 
Oder Gewebe entnommen worden seln. Bel einer „Biopsie" handelt 

25 es sich urn eine durcli Punktion mit einer Hoiilnadel, unter Anwen- 
dung eines speziellen Instrumentes wie eines Stanzinstrumentes, 
einer Biopsiesonde oder einer Zange oder operativ mit dam Skaipell 
gewonnene Gewebeprobe. Bei einer „K6rperfiussigkeit" tiandelt es 
sicli insbesondere um Sputum, Urin, Pleuraerguss, Liquor, Lymphe 



-24- 



Gleiss & Grofte 



Oder Blut. ErfindungsgemaS bevorzugt kann das Blut sowohl eine 
ungerelnrgte als auch eine gereinigte Blutprobe, Blutplasma oder 
Blutserum sein. ..Sekrete" sind Absonderungen von Zellen, insbe- 
sondere Drusen. 

5 Erne ..blologische Probe" kann erfindungsgemaB auch eine Kultur, 
beispielsweise eine Blutkultur, also ein Keimanzuchtung aus einer 
Blutprobe, oder ein Kulturmedium sein, beispielsweise ein Fermenta- 
tionsmedium, in dem Ca/7c//da-Zellen oder menschllche, tierische 
Oder pflanzliche Zellen kultlviert wurden. Bei einer Probe im Sinne 

10 der Erfindung kann as sich auch urn eine wassrige L6sung, Emulsi- 
on, Dispersion oder Suspension handelt. die isolierte und aufgerei- 
nigte CaA7d/da-Zellen oder Bestandteile davon enthalt. Eine blologi- 
sche Probe kann bereits Aufreinigungsschritten untenworfen worden 
sein, urn Cancf/da-Zellen zu isolieren oder anzureichern, kann aber 

15 auch ungereinigt vorliegen. 

In einer bevorzugten AusfOhmngsfonn des erfindungsgemaBen Ver- 
fahrens handelt es sich bei den eingesetzten, zu charakterisierenden 
Candida-Zellen urn Zellen. die aus einer bioiogischen Probe isoliert 
und angereichert wurden und als Zellpraparat, vorzugsweise in ei- 
20 nem geeigneten Puffersystem vorliegen. Bei den Cand/da-Zellen 
handelt es sich vorzugsweise urn intakte Zellen. 

ErfindungsgemalJ ist ebenfails vorgesehen, dass zur Charakterisie- 
rung und/oder zum Nachweis des hyphalen Differenzienjngsstadi- 
ums von Cand/da-Zellen auch Zellfraktionen eingesetzt werden, die 
25 durch Aufschluss und Fraktionierung von Candida-Zetien erhalten 
werden, wobei isolierte und vorzugsweise aufgereinigte Zellfraktio- 
nen erhalten werden. Diese so erhaltenen Zellfraktionen kSnnen 
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dann Im erfindungsgemaSen Verfahren zur Charakterisierung 
und/oder zum Nachweis des Hyphenwachstumsstadiums von Can- 
dida-ZeWen eingesetzt werden. Verfahren zum Zellaufschluss und 
zur Fraktionierung von Zellbestandteilen sind auf dem Fachgebiet 
5 gut bekannt. Vorzugsweise umfassen die zur Charakterisierung der 
Differenzierungsstadien von Candida-Zellen eingesetzten Zellfraktio- 
nen mindestens eine Zellwand-FrakHon der Candida-ZeWen. 

Das der vorliegenden Erfindung zugaindellegende technische Prob- 
lem wird auch durch ein Verfahren zum Nachweis einer Candida- 

10 Infektion in einer aus einem menschlichen oder tierischen Organis- 
mus erhaitenen biologischen Probe gelSst, wobei die Gegenwart des 
Proteins Rbr1p, Rbr2p. RbrSp, eines homologen Proteins davon 
und/oder eines Fragmentes davon in der biologischen Probe 
und/oder in der Zellwand von gegebenenfalls in der biologischen 

15 Probe enthaitenen Cand/oTa-Zellen oder Zeilen von mit Candida ver- 
wandten pathogenen Organismen nachgewiesen wird, umfassend 

a) die Inkubation der biologischen Probe mit einem Mittel zur Iden- 
tifizierung des Proteins Rbr1p, Rbr2p, RbrSp, eines homologen 
Proteins davon und/oder eines Fragmentes davon und 

20 b) den Nachweis der Interaktion des Identifizierungsmittels mit 
dem Protein oder Fragment davon. 

Das erfindungsgemalXe Verfahren zum Nachweis einer Candida- 
Infektion beruht also entweder auf dem direkten Nachweis des in der 
Probe frei vorliegenden Rbr1p-, Rbr2p- oder RbrSp-Zeilwandproteins 
25 von Candida beziehungsweise eines Tells davon oder aber auf dem 
Nachweis, dass das Zellwandprotein Rbrip, Rbr2p oder RbrSp in der 
Zellwand von Candida-Zellen, die in der Probe enthalten sind, vor- 
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handen ist. In belden Fallen weist der Nachweis von Rbr1p, Rbr2p 
und/oder RbrSp auf das Vprkommen virulenter hyphaler Candida- 
Zellen und damit auf das Vorliegen einer Cand/da-lnfektion hin. Das 
erfindungsgemaUe Verfahren eriaubt somit in vorteilhafter Welse 
5 einen schnellen und exakten Nachweis einer Cand/da-lnfektion, Ins- 
besondere einer invasiven Candidiasis. Das erfindungsgemaUe Ver- 
fahren ermoglich also insbesondere eine sehr friihe Diagnose der 
Mykose. 

Der erfindungsgemaBe direkte Nachweis des Candida- 
10 Zellwandproteins Rbrip, Rbr2p und/oder RbrSp in einer Probe oder 
in der Zellwand von in der Probe enthaltenen Canc/Zc/a-Zellen, Insbe- 
sondere der Immunologlsche Nachweis des Zellwandantigens mittels 
eines gegen das Zellwandprotein Rbrip, das Zellwandprotein Rbr2p 
Oder das Zellwandprotein RbrSp gerichteten Antikorpers, hat gegen- 
15 Qber den derzeit bekannten Diagnose-Verfahren einen erheblich ho- 
heren diagnostischen Wert. So ermoglicht der derzeit durchgefuhrte 
kulturelle und/oder histologische Nachweis von Candida in den mels- 
ten Fallen ledigllch den Nachweis einer Canty/da-lnfektion im Spat- 
stadium, wahrend sich friihe Stadien insbesondere bei immun- 
20 supprimierten Patlenten diesem Nachweis haufig entzlehen. Auch 
die derzeit erfassten Antlkorper-Tlter gegen Ca/7c//da-Antlgene elg- 
nen sIch bislang kaum oder Qberhaupt nicht zur Diagnose einer 
Ca/7d/cte-lnfektlon. Die Ursachen dafDr sind vielfaltig. So ist bekannt, 
dass gesunde Personen Antlk6rper gegen Cand/t/a-Antigene auf- 
25 welsen.. .Andererseits entwickein manche Patlenten, insbesondere 
immunsupprimlerte Patlenten, bei einer Ca/7c//c/a-lnfektion sehr hau- 
fig kelne adaquate Immunreaktion. Eine weitere Ursache besteht 
darin, dass haufig Serumproben entnommen werden, bevor sich An- 
tikorper gebildet haben. 
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Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter einer 
„CaA7c//da-lnfektion" eine „Candida-Mykose" oder Candidose oder 
Candidiasis verstanden, also eine infei<tlon, Krankiieit oder ein 
Krankheitszustand, der durch eine Candida-Art verursacht wird. Ins- 
5 besondere handelt es sich urn seiche Erkrankungen, die ausschlieR- 
lich von Candida-Arten verursacht werden. Der Begriff „Candida- 
Infektron" umfasst alia Erkrankungen, die von Candida-Arten wie C. 
albicans, C. tropicalis, C. kwsei. C. pampsilosis, C. guilliermondi, C. 
glabmta. C. dubliniensis, C. lusitaniae. einer Trichosporon-Art oder 
10 einer Blasfoschizomyces-Art vemrsacht werden. Im Kontext mit der 
Erfindung werden unter dem Begriff „Ca/7d/c/a-infektionen" auch 
Krankheiten oder Krankheitszustande verstanden, die primar andere 
Ursachen haben und bei denen die vorstehend genannten Candida- 
Artery am Gesamtkrankheitsbild nur beteiligt sind beziehungsweise 
15 zusatzliche Symptome hinzufOgen, zum Beisplel opportunistische 
infektionen. 

Unter einer invasiven „Candidiatis" werden erfindungsgemaB Candi- 
da-lnfektionen im Blutkreislauf und in inneren Organen verstanden. 
Invasive Candidiatis tritt insbesondere dann auf. wenn Zellen einer 

20 Cand/Gfa-Spezies in den Blutkreislauf gelangen. dort zu einer Infekti- 
on fuhren und sich von da aus Qber den gesamten Korper verteilen. 
Zu den haufigsten Symptomen invasiver Candidiatis gehoren Fieber 
und Schuttelfrost. Wenn sich die Infektion zu tiefer gelegenen Orga- 
nen wie Nieren, Leber oder Augen ausbreitet, konnen sich zusatzli- 

25 che spezifische Symptome entwickeln. 

ErfindungsgemaB ist vorgesehen, dass zur Identifizierung von 
Rbrip, Rbr2p oder RbrSp als Zelioberflachen-Antigen von Candida- 
Zellen oder aber als freies, insbesondere in Korperflusslgkeiten zir- 
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kulierendes Antigen ein Immunologisches MIttel eingesetzt wird, ins- 
besondere ein gegen Rbr1p, Rbr2p oder RbrSp gerichtetes Antise- 
rum, ein gegen Rbr1p, Rbr2p oder RbrSp gerichteter Antikorper oder 
ein Fragment davon oder ein Komplex davon. Der erfindungsgemaS 
5 eingesetzte Antikorper kann sowohl ein monoclonaler als auch ein 
polyclonaler Antikorper sein, der vorzugsweise eine Markierung, ins- 
besondere eine Farbmarkiemng, eine radioaktive Markierung. eine 
Fluoreszenzmarkierung, eine Chemielumineszenz-Markierung oder 
ein eine messbare Reaktion auslosendes Enzym aufweist. Die Un- 

10 tersuchung der Interaktion des Identifizierungsmittels, vorzugsweise 
des AntikSrpers, mit dem Rbrlp-Zeliwandantigen, Rbr2p- 
Zellwandantigen oder RbrSp-Zellwandantigen erfolgt erfindungsge- 
m§(J mittels eines immunologisclien Verfahrens, eines Fluoreszenz- 
Verfalirens, eines Chemielumineszenz-Verfalirens oder eines ra- 

15 diometrischen Verfahrens, gegebenenfalls in Kombination mit einem 
mikroskopisclien Verfahren und/oder einem Bildauswertungsverfah- 
ren. 

In bevorzugter Ausfulnrungsform ist das nachzuweisende Protein das 
Zellwandprotein Rbr1p von C. albicans, das von einem Nucleinsau- 

20 remolekul mit der in SEQ ID Nr. 1 dargestellten Nucleins§urese- 
quenz codiert wird und das die in SEQ ID Nr. 2 dargestellte Amino- 
sauresequenz aufweist. In einer weiteren bevorzugten AusfQhrungs- 
form ist das nachzuweisende Protein das Zellwandprotein Rbr2p von 
C. albicans, das von einem Nucleinsauremolekul mit der in SEQ ID 

25 Nr. 3 dargestellten Nucleinsauresequenz codiert wird und das die In 
SEQ ID Nr. 4 dargestellte Aminosauresequenz aulwelst. In noch ei- 
ner weiteren bevorzugten AusfQhrungsform ist das nachzuweisende 
Protein das Zellwandprotein RbrSp von Candida albicans, das von 
einem Nucleinsauremolekul mit der in SEQ ID Nr. 5 dargestellten 
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NucleinsSuresequenz codiert wird und das die in SEQ ID Nr. 6 dar- 
gestellte Aminosauresequenz aufWelst. Durch den Nacliweis von 
Rbr1p, Rbr2p und/oder RbrSp von C. albicans in der Probe bezie- 
hungsweise den Nacliweis von C. a/d/ca/7s-Rbr1p, C. a/6/ca/7s-Rbr2p 
5 und/oder C. albicans-RbrSp in der Zellwand von Cand/c/a-Zellen, die 
in der biologisclnen Probe enthalten sind, konnen erfindungsgemalS 
invasive Pilzerkranl<ungen nacfigewiesen warden, die insbesondere 
durcii C. albicans verursacht werden, insbesondere eine durch C. 
albicans verursachte Invasive Candidiadis. Durch den Nachweis des 
10 Rbr1p-Proteins. Rbr2p-Proteins oder RbrSp-Proteins von C. tropica- 
lis, C. lavsei, C. pampsilosis, C. guilliemiondii, C. glabrata, C. dubli- 
niensis, C. lusitaniae einer Trichosporon-Art oder einer Blastoschi- 
zomyces-Art konnen erfindungsgemaS invasive Piizerkrankungen 
nachgewiesen werden, die insbesondere von C. tropicalis, C. krusei, 
15 C. parapsilosis, C. guilliermondii, C. glabrata, C. dubliniensis, C. lusi- 
taniae, einer Trichosporon-Art beziehungsweise einer Blastoschlzo- 
myces-Art verursacht werden, insbesondere eine durch eine der ge- 
nannten CandidaSpezies verursachte Invasive Candidiadis. 

Erfindungsgemali ist ferner vorgesehen, dass der Nachweis der 
20 Ca/7d/da-lnfektion unter Verwendung einer biologischen Probe er- 
folgt, die Candida-ZeWen enthalten kann, aber nicht enthalten muss. 
Die blologische Probe kann belspielsweise ein Haut- oder Schlelm- 
hautabstrlch, eine Organbiopsle, eine Gewebebiopsie, eine Korper- 
flQssigkelt, eIn Korpersekret, Stuhl oder eine SpQIflQssigkeit sein. 

25 In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung erfolgt der 
Nachweis der Cand/da-lnfektion unter Venwendung einer KSrperflQs- 
slgkeit, die im Vergleich zu anderen Proben wie einer Biopsle den 
Vorteil aufweisen, dass die Wahrschelnlichkeit sehr hoch ist, dass 
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Rbr1p, Rbr2p und/oder RbrSp frei zirkulieren. Bei der Korperflussig- 
keit handelt es sich Insbesondere urn eine Blutprobe, die dem Kor- 
per direkt entnommen und ohne weitere Aufreinigung im erfindungs- 
gemaBen Verfahren eingesetzt warden kann. Das erfindungsgema- 
5 Be Verfahren kann auch unter Venwendung einer Blutkultur durchge- 
fiihrt werden. Ebenfalls konnen erfindungsgemalS Blutprodukte wie 
Blutplasma oder Blutserum eingesetzt werden. Der Nachweis des 
frei im Blut zirkulierenden Zeliwandproteins Rbr1p, Rbr2p und/oder 
RbrSp bezleliungsweise den Naciiweis, dass im Blut entlialtene 
10 Ca/7d/da-Zellen auf ihrer Zelloberflache Rbrip, Rbr2p und/oder 
RbrSp aufweisen, kann eine invasise Candidiadis im Blut naclige- 
wiesen werden. Dass zur Identifizierung von Rbrip, Rbr2p und/oder 
RbrSp eingesetzte IVIIttel ist vorzugsweise ein immunologisches Mit- 
tel. insbesondere ein gegen Rbrip, Rbr2p oder RbrSp gerichtetes 
15 Antiserum, ein gegen Rbrip, Rbr2p oder RbrSp gericlnteter Antikor- 
per Oder ein Fragment davon oder ein Komplex davon. Im Falle der 
Venfl/endung eines Antikorpers kann dieser eine Markierung, ausge- 
walilt aus der Gruppe bestehend aus einer Farbmarkiemng, einer 
radioaktiven Markiemng, einer Fluoreszenzmarkierung, einer Clie- 
20 mielumineszenz-Markierung oder einem eine messbare Reaktion 
auslSsenden Enzym, aufweisen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls ein Verfahren zum Auf- 
finden und Identifizieren von Substanzen mit therapeutischer Wir- 
kung gegen Krankheiten, die durch Candida-Men oder pathogene 
25 pilzliche Arten, die mit Candida venwandt sind, verursacht werden. 
Erflndungsgemaii ist dabei vorgesehen, dass eine zu testende Sub- 
stanz in einem geeigneten Medium mit mindestens einem Agens, 
ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus einem erfindungsgema- 
Ben Nucieinsauremolekul, einem erfindungsgemaSen Nucleinsaure- 
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Fragment, einem erfindungsgemaBen Vektor, einer erfindungsge- 
maBen WIrtszelle, einem erfindungsgemaRen Zellwandprotein oder 
einem gegen dieses Zellwandprotein gerichteten Antikorper in Kon- 
takt gebracht und eine Interaktion zwischen der zu testenden Sub- 
5 stanz und dem Agens nachgewiesen wird. 

Beispielsweise konnen die erfindungsgemaBen Nucleinsauremoleku- 
le, die erfindungsgemaBen Fragmente dieser Nucleinsauremolekule, 
die erfindungsgemaBen Proteine Oder die erfindungsgemaBen Anti- 
korper auf entsprechenden Chips immobilisiert werden. Diese Chips 
10 konnen dann anschlleSend zum Nachweis einer Interaktion zwischen 
einer zu testenden Substanz und dem auf den Chips immobilisierten 
Agens in einem geeigneten Medium mit der zu testenden Substanz 
in Kontakt gebracht werden. Auf diese Weise konnen beispielsweise 
die erfindungsgemaBen Nucleinsauremolekule, Proteine bezie- 
15 hungsweise Antikorper venwendet werden, um Substanzen, bei- 
spielsweise Proteine, zu identiflzieren, die in vivo an Nucleotidse- 
quenzen, die hyphenspezifisch exprimierte Zellwandproteine wie 
Rbrlp, Rbr2p oder RbrSp codieren beziehungsweise die Expression 
dieser Proteine regulieren oder an die hyphenspezifisch exprimlerten 
20 Zellwandproteine selbst binden. Solche bindenden Substanzen, ins- 
besondere Proteine, konnen potentiell als Medikamente gegen Can- 
d/c/a-verursachte Krankheiten eingesetzt werden, wenn sle bei- 
spielsweise In der Lage sind, durch Bindung an regulatorische Nuc- 
leotidsequenzen die Transkription der erfindungsgemaBen 
25 hyphenspezifischen Zellwandproteine zu hemmen oder zu unterbin- 
den Oder wenn sie durch Bindung an die erfindungsgemaBen 
hyphenspezifisch exprimlerten Zellwandproteine deren Aktivitat 
hemmen oder unterbinden konnen. Wenn solche Substanzen, die an 
erfindungsgemaBe Nucleinsauremolekule oder Proteine binden, die 



-32- 



Gleiss & Grofie 



Transkription der erfindungsgemaBen hyphenspezifischen Zellwand- 
proteine induzieren Oder fordern oder die Aktivitat der erfindungsge- 
maBen hyphenspezifisch exprimierten Zellwandproteine begunsti- 
gen, konnen diese Substanzen potenziell als Medikamente zur Be- 
5 handlung Cand/ofa-verursachter Krankheiten verwendet warden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls eine diagnostische Zu- 
sammensetzung, umfassend mindestens ein erfindungsgemaSes 
Nucleinsauremolekui, mindestens ein erflndungsgemaSes Nuclein- 
saure-Fragment, mindestens einen erfindungsgemaSen Vektor, min- 
10 destens eine erfindungsgem§6e Wirlszelle, mindestens ein erfin- 
dungsgemafSes Protein und/oder mindestens einen erfindungsge- 
maSen AntikSrper. 

Eine weltere bevorzugte AusfQhrungsform der Erfindung betrifft eine 
pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend mindestens ein 

15 erfindurigsgemaSes NucleinsauremolekQI, mindestens ein erfin- 
dungsgemaBes Nucieinsaure-Fragment, mindestens einen erfin- 
dungsgemaBen Vektor, mindestens eine erfindungsgemaBe Wirts- 
zelle, mindestens ein erflndungsgemSBes Protein, mindestens einen 
erfindungsgemaBen Antikorper und/oder mindestens eine Substanz, 

20 deren tlierapeutisclie WIrksamkeit mittels des erfindungsgemaBen 
Verfahrens zum Identifizieren von Substanzen mit tlierapeutischer 
Wirkung nachgewiesen wurde. 

Die in der erfindungsgemaBen diagnostisclien oder pharmazeuti- 
schen Zusammensetzung entlialtene Nucieinsaure kann also eine 
25 Protein-codierende Nucieinsaure sein, insbesondere eine Nuciein- 
saure, die das erfindungsgemaBe Zellwandprotein Rbrip von C. al- 
bicans, das erfindungsgemaBe Zellwandprotein Rbr2p von C. albi- 
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cans Oder das erfindungsgemaSe Zellwandprotein Rbr3p von C. al- 
bicans codiert. Die in der diagnostisclien oder pharmazeutischen 
Zusammensetzung enthaitene Nucleinsaure l<ann aber auch eine 
Nucleinsauresequenz entlialten, die Rbr1p, Rbr2p oder RbrSp von 
C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis, C. guillienmondii, C. glabrata, 
C. dubliniensis, C. lusitaniae, einer Tricliosporon-Art oder einer 
Blastoschizomyces-Art codiert. Die Nucleinsauren, die eines der Pro- 
teine aus einer der vorgenannten CandidaSpezies codieren, weisen 
zu einer C. aAb/cans-RbrIp, C. a/ib/ca/7s-Rbr2p oder C. albicans- 
RbrSp codierenden Nucleinsaure Qber ihre gesamte Lange hinweg 
eine selir groSe Homologie auf, wobei die Homologie mehr ais 75 %, 
insbesondere mehr ais 80 %, vorzugsweise melnr als 85 %, beson- 
ders bevorzugt meiir als 90 % und am bevorzugtesten meiir als 95 
% Oder mehr als 98 % betragt 

Das in der erfindungsgemSBen diagnostischen oder pharmazeuti- 
schen Zusammensetzung enthaitene Zellwandprotein Rbrlp, Rbr2p 
Oder RbrSp kann in der Zusammensetzung beispielsweise als Kom- 
plex mit anderen Proteinen vorlregen. Bei diesen Proteinen handelt 
es sich vorzugsweise um soiche, die ebenfalls zur Diagnose 
und/oder Therapie von Canof/da-lnfektionen eingesetzt werden k6n- 
nen. 

Das in der erfindungsgemaUen diagnostischen oder pharmazeuti- 
schen Zusammensetzung enthaitene Protein kann auch ein Frag- 
ment eines Wildtyp-Proteins oder ein Derivat eines Wildtyp-Proteins 
sein. Unter einem „Derivat" wird ein funktionelles Aquivalent oder ein 
funktioneller Abkommling des Wildtyp-Proteins verstanden, das/der 
unter Beibehaltung der Gmndstruktur von Rbrlp, Rbr2p oder RbrSp 
durch Substitution von Atomen oder Molekulgruppen beziehungs- 
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weise Molekulresten erhalten wird und/oder dessen Aminosaurese- 
quenz sich an mindestens einer Aminosaureposition vom Wildtyp- 
Protein unterscheldet. 

Die Unterschiede zwischen dem Zellwandprotein-Derivat und dem 
5 Wildtyp-Zellwandprotein konnen auf naturlicherweise auftretenden 
Oder kiinstlich erzeugten Mutationen, beispielsweise mittels auf dem 
Fachgebiet bekannter molekularblologischer Techniken, in den die 
Derivate codierende Nudeinsauren beruhen. Die Unterschiede kon- 
nen auch mittels cliemischer Verfahren, beispielsweise bei der clie- 

10 misclien SyntJiese der Protein-Derivate, erzeugt worden sein. Bei 
Derivaten handelt es sicli auch um Fusionsproteine, bei denen am 
N-Temninus und/oder C-Terminus von Rbr1p, Rbr2p oder RbrSp 
funktionelle Domanen eines anderen Proteins enthalten sind. Die 
erflndungsgemaS venwendeten DeriA^te von Rbr1p, Rbr2p oder 

15 Rbr3p weisen zu den entsprechenden Wlldtyp-Zellwandproteinen, 
insbesondere zu C. albicans Rbrip mit der In SEQ ID Nr. 2 darge- 
stellten Aminosauresequenz, zu C. albicans Rbr2p mit der in SEQ ID 
Nr. 4 dargestellten Aminosauresequenz oder zu C. albicans RbrSp 
mit der in SEQ ID Nr. 6 dargestellten Aminosauresequenz, eine Ho- 

20 mologie von mindestens 75 %, beispielsweise mindestens 80 %, 
insbesondere mindestens 85 %, vorzugsweise mindestens 90 %, 
bevorzugter mindestens 96 % und am bevorzugtesten mindestens 
96 %, 97 %, 98 % Oder 99 % auf. 

Erfindungsgemali konnen die in der diagnostischen oder pharma- 
25 zeutischen Zusammensetzung enthaltene Protein-Derivate gegen- 
uber dem Wildtyp-Protein eine verSnderte Aktivitat, eine veranderte 
Stabilitat, eine veranderte Spezifitat, ein verandertes Temperatur-, 
ein verandertes pH-Wert- und/oder Konzentrationsprofil und/oder ein 
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verandertes Effektorenmuster aufweisen. Das erfindungsgemafJ 
verwendete Zellwandprotein-Derivat kann in anderen Konformatio- 
nen vorkommen und auch andere Untereinheiten beziehungsweise 
pra- und/oder posttranslationale Modifikationen aufweisen. 

5 ErfindungsgemalJ ist auch vorgesehen, dass die diagnostischen o- 
der pharmazeutlschen Zusammensetzungen einen Antikorper ent- 
halten konnen, der spezifiscfi das Zeliwandprotein Rbr1p, das Zell- 
wandprotein Rbr2p oder das Zeliwandprotein RbrSp von C. albicans 
Oder von C. tropicalis, C. krusei, C. pampsiJosis, C. guilliermondii. C. 

10 glabrata, C. dubliniensis, C. lusitaniae, einer Trichbsporon-Art oder 
einer Blastoschizomyces-Art erkennt und daran bindet und so des- 
sen Nachweis emnoglicht. Bel dem Antik6rper kann es sich sowohl 
urn einen monoclonalen als auch eInen polyclonalen Antikorper han- 
deln. ErfindungsgemaB kann in der diagnostischen oder pharmazeu- 

15 tischen Zusammensetzung auch nur ein Antlkorper-Fragment, bel- 
spielsweise Fab, F(ab')2 und Fv enthalten seln. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform kann die erfindungsgemade dia- 
gnostische oder pharmazeutische Zusammensetzung einen Antikor- 
per enthalten, der spezifisch einen Antikorper, der gegen Rbr1p von 
20 C. albicans, gegen Rbr2p von C. albicans oder gegen RbrSp von C. 
albicans gerichtet ist, erkennt und daran bindet und so den Nachweis 
dieses Antikorpers, beispielsweise in einer biologischen Probe wie 
Blut ermoglicht. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform handelt es sich bei 
25 der pharmazeutlschen Zusammensetzung um einen Impfstoff, der 
mindestens ein pilzliches Zeliwandprotein, insbesondere das Zeli- 
wandprotein Rbrip von C. albicans mit der in SEQ JD Nr. 2 darge- 
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stellten Aminosauresequenz, das Zellwandprotein Rbr2p von C. albi- 
cans mit der in SEQ ID Nr. 4 dargestellten Aminosauresequenz 
und/oder das Zellwandprotein RbrSp von C. albicans mit der in SEQ 
ID Nr. 6 dargestellten Aminosauresequenz, enthalt und der zur akti- 
5 ven Immunisierung eines menschlichen oder tierisclien Korpers ge- 
gen eine Ca/7d/c/a-lnfektion geeignet ist. Im Zusammenhang mit der 
vorllegenden Erfindung wird unter einer „aktiven Immunisierung" eine 
parentarale Gabe von nicht vennehrungsfahigen Antlgenen veretan- 
den, wobel das Ziel darin besteht, im menschlichen oder tierischen 

10 Korper einen Antlkorper gegen das Antigen und somit gegen den 
Mikroorganismus, von dem das Antigen stammt, zu bilden. Bei einer 
aktiven Immunisierung kann es sich auch um eine lokale Gabe, ins- 
besondere orale, nasale oder kutane Verabreichung oder Inhalation, 
von nicht-vemiehrungsfahigen mikrobiellen Antigenen handein, wo- 

15 bei das Ziel darin besteht, eine lokale Infektabwehr an Schleimhau- 
ten durch Bildung sekretorischer Antlkorper und durch Erhohung der 
Makrophargenaktivitataufzubauen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform handelt es sich bei 
der pharmazeutischen Zusammensetzung um einen Impfstoff, der 

20 mindestens einen Antlkorper ausgewahit aus der Gruppe bestehend 
aus einem Antikorper, der Rbr1p von Candida spezifisch erkennt und 
daran bindet, einem AntikSrper, der Rbr2p von Candida spezifisch 
erkennt und daran bindet enthalt, und einem Antikorper. der RbrSp 
von Candida spezifisch erkennt und daran bindet, enthalt und der zur 

25 passiven Immunisierung eines menschlichen oder tierischen Korpers 
gegen eine Cand/da-lnfektion geeignet ist. Im Zusammenhang mit 
der vorliegenden Erfindung wird unter einer „passiven Immunisie- 
rung" die Einspritzung von Immunglobulin-Praparaten, also spezifi- 
schen Antikorpern, oder Serum eines aktiv immunisierten Menschen 
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beziehungsweise TIeres verstanden, wobei das Ziel darin besteht, 
antiinfektiose oder antitoxische Antikorper in einen menschlichen 
Oder tierischen Korper zur Vorbeugung oder Behandlung von Infekti- 
onskrankheiten zu ubertragen. 

5 ErfindungsgemaS ist vorgesehen, dass der Impfstoff als Lyophilisat 
Oder als wassrige kolloidale Losung oder Suspension vorliegt. Der 
erfindungsgemaSe Impfstoff kann zusatzlich mindestens ein Adju- 
vants enthalten. 

Die Erfindung betrifft ebenfalls einen Kit zur Identifizierung des Zell- 
10 wandproteins Rbr1 von Candida-Arten oder eines mit Candida ver- 
wandten patiiogenen Organismus und/oder zum Nachweis der Viru- 
lenz von Candida-ZeWen oder von Zellen eines Organismus, der mit 
Candida venwandt ist, umfassend mindestens einen Behaiter mit ei- 
nem Antikorper. der Rbr1p, Rbr2p oder RbrSp oder ein Fragment 

15 davon spezifiscli erkennt und daran bindet In bevorzugter Ausfuh- 
rungsfomn kann der Kit zur in vitro-ldentifizierung von Rbr1p, Rbr2p 
Oder RbrSp und/oder zum in vltro-Nacliweis der Virulenz von Candi- 
da-Zellen eingesetzt werden. Der Kit kann gegebenenfalls einen 
zweiten Behalter mit dem isolierten und gereinigten Zellwandprotein 

20 Rbrip, Rbr2p und/oder RbrSp von C. albicans umfassen. Das isolier- 
te und gereinigte Zellwandprotein Rbrip oder Rbr2p oder RbrSp 
dient vor allem als Kontrolle. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls die Verwendung eines 
erfindungsgemalien Nucleinsauremolekuis, eines erfindungsgema- 
25 Sen Nucleinsaure-Fragmentes, eines erfindungsgemSSen Vektors, 
einer erfindungsgemaSen Wirtszelle, eines erfindungsgemaBen 
Zellwandproteins oder eines erfindungsgemaSen AntikSrpers zur 
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Diagnose von Krankheiten eines menschlichen oder tierischen Or- 
ganismus, die durcli Candida-Arten oder pathogens piizliclie Orga- 
nismen, die mit Candida venwandt sind, verursacht werden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls die Venwendung eines 
5 erfindungsgemaBen Nucleinsauremolel<uls, eines erfindungsgema- 
(Jen Nucleinsaure-Fragmentes, eines erfindungsgemafien Vektors, 
einer erfindungsgemalSen Wirtszeile, eines erfindungsgemalien Pro- 
teins Oder eines erfindungsgemaSen Antikorpers zur Herstellung ei- 
ner diagnostisclien Zusammensetzung zur Diagnose von Krankhei- 
10 ten eines menschlichen oder tierischen Orgahismus, die durch Can- 
dida-Arten Oder pathogene pilzliche Organismen, die mit Candida 
verwandt sind, verursacht werden. 

In einer weiteren bevorzugten AusfQhrungsform betrifft die vorlie- 
gende Erfindung ebenfalls die Venwendung eines Agens, das die 

15 Expression und/oder Aktivitat von Rbr1, Rbr2p, RbrSp und/oder ei- 
nes homoiogen Proteins davon ventiindert oder hemmt, als Wirkstoff 
zur Behandlung und/oder Prevention von Krankheiten eines mensch- 
lichen Oder tierischen Organismus, die durch Candida-Arten oder 
pathogene pilzliche Organismen, die mit Candida venvandt sind, 

20 verursacht werden. Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls die 
VenA/endung eines Agens, dass die Expression und/oder Aktivitat 
von Rbr1p, Rbr2p, RbrSp und/oder eines homoiogen Proteins davon 
vermindert oder hemmt, als Wirkstoff zur Herstellung einer phanna- 
zeutischen Zusammensetzung zur Behandlung und/oder Prevention 

25 von Krankheiten, die durch Candida-Arten oder damit venwandte pa- 
thogene pilzliche Organismen vemrsacht werden. Erfindungsgemali 
ist das Agens ausgewShlt aus der Gruppe bestehend aus den erfin- 
dungsgemaiien Nucleinsauremolekulen, den erfindungsgemaSen 
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Nuclelnsaure-Fragmenten, den erfindungsgemaBen Vektoren, den 
erflndungsgemaUen Wirtszellen, den erfindungsgemalSen Proteinen, 
den erfindungsgemaBen Antikorpern oder den Substanzen, bei de- 
nen mittels des erfindungsgemaBen Verfahrens zum Identifizieren 
5 von therapeutisch wirksamen Substanzen nachgewiesen wurde, 
dass sie sich als Therapeutlkum zur Behandlung von durch Candida 
verursachten Krankheiten eignen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls die Verwendung eines 
erfindungsgemaSen Nucleinsauremolekuls, eines erfindungsgema- 

10 Ben Nucleinsaure-Fragmentes, eines erfindungsgemaSen Vektors, 
einer erfindungsgemaBen Wirtszelle, eines erfindungsgemaBen Pro- 
teins Oder eines erfindungsgemaBen Antikorpers zur Identifizierung 
und/oder zum Nacliweis von Substanzen, die die Expression oder 
Aktlvitat von Rbr1p, Rbr2p und/oder RbrSp in einem pathogenen 

15 pilzliclien Organismus hemmen und als WIrkstoff zur Herstellung 
einer pharmazeutisciien Zusammensetzung geeignet sind. 

In einer weiteren bevorzugten AusfQIirungsfonn betrifft die vorlie- 
gende Erfindung die Venwendung des erfindungsgemaBen Nuclein- 
sauremolekuls mit einer der in SEQ ID Nr. 1 , SEQ ID Nr. 3 oder SEQ 

20 ID Nr. 5 dargestellten Nucleotidsequenz, eines Nucleinsauremole- 
kuls mit einer Nucleotidsequenz, die ein Protein mit einer der in SEQ 
ID Nr. 2, SEQ ID Nr. 4 oder SEQ ID Nr. 6 dargestellten Aminosaure- 
sequenzen codiert, oder eines Fragmentes eines dieser Nucleinsau- 
remolekDIe zur Isolierung einer homologen Nucleinsaure, die das 

25 Rbrlp-Protein, das Rbr2p-Protein oder das Rbr3p-Protein von C. 
tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis, C. guilliermondii, C. glabrata, C. 
dubliniensis, C. lusitaniae, einer Trichosporon-Art, einer Blastoschi- 
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zomyces-Art Oder eines anderen pilzllchen pathogenen Organismus 
codiert. 

Die Erfindung betrifft ebenfalls die Verwendung eines erfindungsge- 
maSen Antil<6rpers zur Charakterisierung und/oder zum Nachweis 
des virulenten Hyphenstadiums von Candida-Zetien. 

Die Erfindung wird durcli das folgende Sequenzprotokoll, die folgen- 
den Figuren und folgenden Beispiele naher eriautert. 

Das Sequenzprotokoll ist Tell der Beschreibung und enthalt die in 
den SEQ ID Nr. 1 bis 6 dargestellten Sequenzen. 

SEQ ID Nr. 1 zeigt eine 336 Nucleotide umfassende Nucleinsaure- 
sequenz, die die in SEQ ID Nr. 2 dargestellte AminosSuresequenz 
des Zellwandproteins Rbrip von Candida albicans codiert. 

SEQ ID Nr. 2 zeigt die 111 Aminosaurereste umfassende AminosSu- 
resequenz des Zellwandproteins Rbrip von Candida albicans. 

SEQ ID Nr. 3 zeigt eine .507 Nucleotide umfassende Nucleinsaure- 
sequenz, die die in SEQ ID Nr. 4 dargestellte Aminosauresequenz 
des Zellwandproteins Rbr2p von Candida albicans codiert. 

SEQ ID Nr. 4 zeigt die 168 Aminosaurereste umfassende Aminosau- 
resequenz des Zellwandproteins Rbr2p von Candida albicans. 

SEQ ID Nr. 5 zeigt eine. 1682 Nucleotide umfassende Nucleinsaure- 
sequenz, die die Aminosauresequenz des Zellwandproteins RbrSp 
von Candida albicans codiert, wobei ein Teil der Aminosaurese- 
quenz in SEQ ID Nr. 6 dargestellt ist. 
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SEQ ID Nr. 6 zeigt einen 560 Aminosaurereste umfassenden Teilbe- 
reich der Aminosauresequenz des Zellwandproteins RbrSp von Can- 
dida albicans: 

Die FIguren zeigen: 

5 FIgur 1 zelgt, dass der Transkriptlonsfaktor Rim101p Zellwandgene 
von C. albicans aktiviert oder reprimiert. 1a) Aktivierung hyphaler 
Gene durch RIM101. 1b) Repression von RBR1, RBR2 und RBR3, 
durch RIM101. RNA fur die Northern-Blot-Analyse wurde aus dem 
Wildtypstamm SC1453, dem Stamm RIM101-1426 und Arim101- 

10 IVlutantenstamm, die jeweils 6 Stunden in YPD-Medium mit 100 mM 
HEPES-Puffer bei 30°C gezuchtet worden waren, gewonnen. Im Fal- 
le von SC1453 und des Mutantenstammes ArimlOl (dunkle Balken) 
wurde ein pH-Wert von 7,4 eingestellt. Bel SC1453 und RIM101- 
1426 (heller Balken) wurde ein pH-Wert von 4,5 eingestellt. Die 

15 quantitative Bestimmung der mRNA-Konzentrationen erfolgte durch 
Normalisiemng der Hybridislerungssignale gegen das ^ACT-Z-Signal 
von SC5314 ber einem pH-Wert von 7.4. 

Figur 2 zeigt den vom pH-Wert abhanglgen Filamentations-Defekt 
von 2l/ibr^-Mutanten auf M-199 Weichagar. Die Stamme wurden in 
20 SC-ura-Medium 24 Stunden vorkultiviert und durch eine kurze Zentri- 
fugation pelletiert. 5 |ji konzentrierte Zellsuspension wurden auf die 
Agar-Oberflache aufgetragen. Die Platten wurden 72 h bei 30°C in- 
kubiert. 

FIgur 3 zeigt, dass die RSf? -/-Expression durch NRG1 aktiviert wird. 
25 Die Transkript-Mengen von RBR1 in Wildtyp-, Aefg1-, Anrgi- und 
Afi/p-/-Mutantenstammen wurden mittels Northern-Blotting bestimmt. 
RNA, die aus Stammen gewonnen wurde, die in a-MEM-Medium 4h 
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bei einem pH-Wert von 4,5 (Laufspuren 1-4) oder einem pH-Wert 
von 7,4 (Laufspuren 5-8) bei nicht-lnduzierenden Temperaturen von 
25°C Oder bei Hyphen-induzierenden Temperaturen von 37°C kuiti- 
viert worden waren. rRNA*: Ethidiumbromid-gefarbte Kontroile. 

5 Figur 4 (a) zeigt, dass die Expression von RBR1 und NRG1 von 
RIM101 und von der Temperatur abhangig ist.Die Stamme SC1453, 
RIM101-1426 und Arim101 wurden 6 h in a-MEM-iVledium, 100 mM- 
HEPES-Puffer bei einem pH-Wert von 4,5 und einem pH-Wert 
von7.4 bei 25°C und 37°C kuitiviert, urn RNA zur Northern-Blot- 
10 Analyse zu isolleren. rRNA*: Ethidiumbromid-gefarbte Kontroile. 

Flgur 5 zelgt die Ergebnisse, die mit unterschiedlichen Candida- 
Stammen in einem Maus-Modell fOr systemische Candidose erhalten 
wurden. Die Ergebnisse zeigen, dass Rbr1p fur die Virulenz von 
Candida und fur eine erfolgrelche Infektion des Wirtes durch Candi- 
15 da notwendig ist. 

BeisDiel 

Materialien und Verfahren 
C. a/bicans-Stamme 

Die venwendeten C. aAb/ca/is-Stamme sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. 
20 Die DNA-Microarray-Experimente wurden mit drei unterschiedlichen 
Stammen durchgefuhrt: 

a) dem Wildtyp-Stamm (SC5314), 
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b) dem homo2ygoten Deletionsstamm Arim101 (CAF3- x 
ura3::imm434/ura3::imm434 rim101::hisG/rim101::hisG::URA3) (El 
Barkani et al., Mol. Cell Biol., 20 (2000), 4635-4647) und 

c) dem Stamm RIM101-1426 (CAF3-16-2 ura3::imm434 

5 /ura3::imm434 RlM101/RlM101-(pBSK+ -RIM101-1426-URA3M 

der das dominante aktlve Protein Rim101-1426p uberexprimiert (El 
Barkani et al., 2000). 

Die f?SRy-Deletions-Mutanten wurden durch schrittweise homologe 
Rekombination von CAM unter Verwendung einer iy/?yA3-F!ipper- 

10 Cassette (Morschhauser et al., Mol. Microbiol., 32 (1999), 547-556) 
konstruiert. Ein inneres und ein auBeres Paar von Sequenzen, die 
die codierende Sequenz von RBR1 flankieren, wurden mittels PCR 
amplifiziert. Das auRere Paar der flankierenden Bereiche (FR1 und 
FR2) wurde zur Deletion des ersten Allels venwendet. Die inneren 

15 flankierenden Bereiche (FR3 und FR4) wurden zur Deletion des 
zweiten RBRY-Allels venvendet. Die folgenden Primerpaare wurden 
zur Ampllfikation der auBeren und inneren flankierenden Bereiche 
mittels PCR in einer Peltier Thermal Cycler 200-Vorrichtung (MJ Re- 
search) mit 30 Zyklen bei 55°C venwendet: 

20 1) FRLfor: 5'-AAGGGCCCCACAAAATAAAAGCAGCAGGAA und 

FRLrev: 5'-CCGCICGAGTTCCAACTTTAATCCCGCAC (Produkt- 
lange 457 bp); 

2) FR2.for: 5'-ATAAGAATGCGGCCGCTTGCCACCAGTCAAATT 
CAA und 
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FR2.rev: 5'-CGAGCICCCGAAATGCCACCATAGTTT (Produktlange 
527 bp); 

3) FR3.for: 5'-AAGGGCCCGTGCGGGATTAAAGTTGGAA und 

FR3.rev: 5'-CCGCICGAGTTGTTGTTGTAAGCGAAGCC (Produkt- 
5 lange 563 bp); 

4) FR4.for: 5'-ATAAGAATGCGGCCGCTGAATGAGAATGAGG 
GGGAC und 

FR4.rev: 5'-CGAGCICTTGAATTTGACTGGTGGCAA (Produktlange 
565 bp). 

10 Die Primersequenzen enthielten unikale Schnlttstellen (in den Se- 
quenzeii unterstriclien), urn eine direkte Ligierung der flankierenden 
Bereiche in das Plasmid pSFUl (Morscliliauser et al., 1999) zu er- 
mogliclien. FR1 und FR3 wurden in den Vektor nach Spaltung mit 
den Restriktasen Apal und Xho\ zu ligieren. FR2 und FR4 wurden 

15 nacli Spaltung mit A/ofl und Sad insertiert, wobei die Plasmide 
pSFUR1-2 fQr das Konstrukt mit der auBeren Deletion und pSFURI- 
4 fur das Konstrukt mit der Inneren Deletion erhalten wurden. Zur 
Reversion der homozygoten Ar/jr^-Stamme wurden die codierende 
Sequenz und der Promotorbereicii von RBR1 in den integrativen C. 
20 ato/cans-Expresslonsvektor pCaExp (Care et al., Mol. Microbiol., 34 
(1999). 792-798) cloniert, wobei die Primer: 

2736f-1.FR1.for: AAGGGCCCCACAAAATAAAAGCAGCAGGAA und 
RBR1.RVT.rev: CCGCTCGAGCCGAAATGCCACCATAGTTT 
verwendet wurden. 
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Der Vektor enthielt das URA3-Gen unter der Kontrolle des nativen 
Promotors und wurde zur Integration in den RP10-Locus entworfen. 

Drei unabfiangige A/]br/-Mutantenst§mme wurden mit pCaExp be- 
ziehungsweise pCaExp-f?Bf?7 transfonniert. Transformanten, die 
5 URA3 exprimierten, wurden auf syntlietischem vollstandigem iVIedi- 
um oline Uridin (SC-uri) seiel<tiert. Einzell<olonien wurden abge- 
nommen und 6 li in SC-uri-l\/Iedium bei SO'C kultiviert und anschlie- 
Bend wurde die Rekombination des RBR1-Locus mittels Southern- 
Blot-Analyse bestatigt. Zur Bestimmung der mRNA-Konzentration 
10 mittels Northern-Blot-Experimenten wurden die Stamme bei 30°C in 
a -MEM-Medium (pH-Wert4,5) kultiviert. 

Medien- und Wachstumsbedingungen 

Alle venwendeten Medien enthielten Endkonzentrationen von 100 
mM HEPES-Puffer und 0,1 mM Uridin. Die gewunschten pH-Werte 

15 wurden entweder mit 1 M NaOH (pH 7,4) oder 1 M HCI (pH 4,5) vor 
Sterilfiltration eingestellt. Fur DNA-Microan-ay-Experimente wurden 
Zellen aus Kulturen. die uber Nacht bei 30°C in YPD-Medium inku- 
biert worden waren, pelletiert, dekandiert und im restlichen Medium 
resuspendiert. Vorgewarmte Medien mit einem gleichen pH-Wert 

20 wurden mit der Zellsuspension bis zu einer optischen Dichte ODeoo = 
0,05 beimpfl. Die AnmYO-Z-Mutante und der Wildtyp-Kontrollstamm 
wurden bei einem pH-Wert von 4,5 kultiviert. Um einen Vergleich mit 
der RIM101-1426-Mutante und dem Wildtyp-Stamm zu ermogliclien, 
wurden beide Stamme auch bei einem pH-Wert von 7,4 kultiviert. 

25 Zur Vermeidung unerwunschter Effekte aufgrund signifikanter Ver- 
anderungen des pH-Wertes wurde der pH-Wert am Ende jedes Ex- 
perimentes bestimmt. Die Veranderungen des pH-Wertes betmgen 
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nicht mehr als 0,2 pH-Einheiten. Wenn Northern-Blot-Experimente 
zur Bestatigung der DNA-Microarray-Daten durchgefuhrt wurden, 
wurden die Stamme unter identischen Bedingungen kultiviert. 

Northern-Blot-Experimente und phanotypisclie Untersuchungen wur- 
5 den in YPD-lVledium, a-MEM-l\/ledium (GIBCO), enthaltend 2 % Glu- 
cose, Oder Gewebekulturmedium M-199 (GIBCO) mit 0,1 mM Uridin 
und 101 mM HEPES durchgefuhrt. Die Stamme wurden bei 25°C, 
29°C, 30"C Oder 37°C bei sauren und neutralen pH-Werten kultiviert. 
Festmedien enthielten entweder 2 % Agar oder 0,3 % Agar fur Wei- 
10 chagar-Platten, wobei eine 4 %ige erhitzte Agarlosung den vorher 
erwarmten Medien zugegeben wurde. 

C. a/A/cans-zellwandspezifischer DNA-Microarray 

Der zellwandspeziflsche DNA-Microarray wurde von Sohn et al. (Mol. 
Microbiol.. 47 (2003), 89-102) beschrieben. Der Array enthalt 117 

15 verschiedene Sonden fur bekannte Gene und bislang noch nicht 
charakterisierte offene Leserahmen von C. albicans. 65 dieser Gene 
sind Homologe von Zellwandprotein-codieren Genen von S. cemvi- 
siae. Der An-ay erfasst ferner Gene, die Proteine codieren, von de- 
nen bereits bekannt ist, dass diese in der Zellwand von C. albicans 

20 lokalisiert sInd. Zur Kontrolle wurden Sonden fur Actin (ACTI 
(X16377)) einbezogen. 

Sonden-Amplifikation und Herstellung von DNA-Microarrays 

Die Sonden wurden mittels PGR aus genomischer DNA von C. albi- 
cans in einem Volumen von 100 jjI auf Mikrotiterplatten mit 96 Ver- 
25 tiefungeri mittels einer Peltier Thermal Cycler 200-Vorrichtung (MJ 
Research) amplifiziert. Die PCR wurde in PCR-Puffer (100 mM Tris- 
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HCI, pH 8.8, 600 mM KCI, 15 mM MgsCI), enthaltend 1 M Betain 
(Sigma), 0,3 pm Cresolrot (Sigma) durchgefQhrt. Eine Einheit Taq- 
Polymerase, 20 ng Template und jeweils 0,25 |jm jedes Primers und 
0,2 mM jedes dNTPs wurden hinzugegeben und anschiielSend wur- 
5 den 30 PCR-Zyklen durchgefQhrt, wobei die Denaturierung bei 94°C, 
die Anlagerungsreaktion bei SO^C und die Verlangerungsreaktion bei 
72°C Qber jeweils 1 Minute durchgefQhrt wurden. Die PCR-Produkte 
wurden mittels Gelelektrophorese in 1 %lgen Agarose-Gelen analy- 
slert. Bevor die Sonden auf Polylysin-beschichtete Glas-Objekttrager 
10 aufgetragen wurden, wurde die Flusslgkeit die Nacht Qber bei 8"C 
verdampft, sodass eine Endkonzentration von Betain von 1,5 bis 2 M 
erhalten wurde. 

Zur Herstellung der DNA-Mlcroan-ays wurden Glasobjekttrager (J. 
Melvin Freed Brand, Sigma) 2 h in 2,5 M NaOH In 60 % EtOH auf 

15 einer SchQttelvonichtung gewaschen. Die Objekttrager wurden fQnf- 
mal In frischem ddHaO gespQIt und durch einstundige Inkubatlon in 
0,01 % Polylysin (Sigma) in 0,1 x PBS mit Polylysin beschichtet. Da- 
nach wurden die Objekttrager kurz in ddHaO gewaschen und mittels 
Zentrifugation getrocknet, wobei anschlieBend eine 30-mlnutlge Be- 

20 handlung bei 50°C erfolgte. Die PCR-Sonden wurden auf die be- 
schichteten Objekttrager mittels einer GMS41 7-Mlcroarray- 
Vorrichtung aufgedruckt (Genetic Microsystems). Zur Nachbehand- 
lung wurden die Arrays 5-10 min Qber 2 x SSC rehydriert und 2 s auf 
einem Umkehr-Hltzeblock bei 80°C getrocknet. Die DNA wurde mit- 

25 tels UV-Licht mit 65 mJ in einer Stratallnker-Vorrichtung (Stratagene) 
vernetzt. Die Objekttrager wurden 20 min In Blockiemngslosung (170 
mM Bernsteinsaureanhydrid, 70 mM Natriumborat, pH 8,0, in 1- 
Methyi-2-pyrrolldlnon) inkubiert und danach 2 min in kochendem 
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ddH20 gewaschen. Nach einem kurzen SpQIen in 95 % EtOH wur- 
den die Objekttrager mittels Zentrifugation getrocknet. 

Isolierung von RNA, Fluoreszenzmarkierung von cDNA und 
Hybridisierung auf den Objekttragern 

5 Nach einer 6-stQndigen Zell-Kuitivierung wurde die optische Dichte 
bestimmt und die Zellen wurden mittels einer kurzen Zentrifugation 
bei 1700 X g geerntet. Erhaltene Zellpellets wurden sofort in flussi- 
gem Stickstoff eingefroren und der pH-Wert des Oberstandes wurde 
bestimmt. Gesamt-RNA wurde mittels eines Verfahrens unter Ver- 
10 wendung von saurem Phenol isoliert: Ein Volumen saures Phenol 
(Roth) und ein Volumen TES (10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 10 mM 
EDTA, 0,6 % SDS) wurden den gefrorenen Zellpellets zugegeben 
und anschlieliehd erfolgte eine 45-minutige Inkubation bei 65''C un- 
ter gelegentlicher Vortex-Behandlung. AnschlielSend wurden eine 
15 weitere Phenol-Extraktion uber 10 min bei 65°C und schlieUlich eine 
Chloroform-Extraktion be! Raumtemperatur durchgefQhrt. Danach 
wurde die RNA mit 0,3 M NaAc in 70 % EtOH prazipitiert. Bel RNA, 
die zur cDNA-Synthese eingesetzt wurde, wurde routinemaUig eine 
Prazlpitation In 2 M LiCI durchgefiihrt 

20 Fluoreszenz-markierte cDNA zur Microarray-Hybridisierung wurde 
durch reverse Transkription von 30 pg RNA mit Superscript II (In- 
vltrogen) erhalten. Danach erfolgte eine Markierung unter Verwen- 
dung eines Standard-Markierungsprotokolls, wobei entweder cyS- 
dUTP Oder cy5-dUT5 (Amersham) eingesetzt wurden. Markierte 

25 cDNA wurde mit einer Kontroli-cDNA, die mit einer anderen Markie- 
rung versehen war, gemischt, mit TE-Puffer, pH-Wert 7.4, gewa- 
schen, aufgereinigt und auf ein Endvolumen von 12 bis 15 pi in 4 x 
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SSC und 0,2 % SDS unter Verwendung von Microcon YM-SO-Filtern 
(Millipore) eingestellt. Eine Hybrldisierung auf dem Array wurde unter 
ernem Deckglaschen bei 63''C die Nacht uber in einem Wasserbad 
durchgefuhrt. Nach Hybridisierung wurden die Decl<giaschen und die 
5 ungebundene cDNA durch schrittweises Waschen mit 1 x 
SSC/0.03 % SDC. 0,2 x SSC und 0,05 x SSC entfernt. Die Chips 
wurden mittels Zentrifugation getrocl<net und sofort gescannt. 

Analyse der DNA-Microarray-Daten 

Die DNA-Microarrays wurden mittels Epifiuoreszenz-IViil^roskopie 

10 unter Verwendung eines GiVIS 418-Array-Scanners (Genetic IVIicro- 
systems) gescannt. Zur Photo-Excitation wurden die folgenden Wel- 
lenlangen eingesetzt: 532 nm fur Cy3-marl<ierte cDNA und 635 nm 
fiir Cy5-marl<ierte cDNA. Fluoreszenz-Spot-Signale von 16 bit-TIFF- 
Bilder in den Cy3- und Cy5-Kanalen wurden Qberlagert und unter 

15 Venwendung der ImaGene-Software Version 3,0 (Bio Discovery, Los 
Angeles, USA) quantifiziert. Die Spots wurden als Mittelwert alter 
Pixel-Werte im Spot-Bereich quantifiziert. Der Hintergrund wurde fOr 
jeden Spot separat als Mittelwert alter Pixel-Werte im Hintergrunds- 
bereich quantifiziert. Die Hintergrundswerte wurden von den ent- 

20 sprechenden Spot-Werten subtrahiert, wobei Netto-Signal-Werte 
erhalten wurden. Die Netto-Signal-Werte unter „1" wurden als „1" 
bewertet. Sonden mit Netto-Signal-Werten unter ,,1000" fur beide 
Kanale wurden bei der Berechnung unter den entsprechenden Be- 
dingungen nicht berucksichtigt. Eine unterschiedliche Transkription 

>5 wurde als Verhaltnis der Signalwerte beider Kan§le angegeben. Bei 
den Daten handelt es sich urn Mittelwerte von zwei Werten aus min- 
destens drei verschiedenen Experimenten. Die DNA-Mikroarray- 
Daten wurden groStenteils mittels Northem-Blot-Analyse unter iden- 
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tischen Bedlngungen bestatigt (vergleiche Stamme und Wachs- 
tumsbedingungen). 

Northern-Hybridisierung 

15 (jg Gesamt-RNA wurden mittels Elektrophorese auf denaturieren- 
5 den Gelen (1 % Agarose, 0,02 M MOPS, 8 mM NaAc, 1 mM EDTA 
und 2,2 M Formaldehyd) getrennt. RNA wurde auf Hybond-N (A- 
mersham)-Nylon-Membranen unter Venwendung von 20 x SSC ent- 
sprechend Standard-Protokollen (Sambrook, 1989) aufgetragen und 
an die feuchten Blots zweimal mit 120 mJ in einer Stratalinker- 
10 Vorrichtung (Stratagene) UV-vernetzt. Die Blots wurden entweder 1 
h bei 65°C vorhybridisiert oder bei -80°C eingefroren. bevor sie wei- 
terverarbeitet wurden. Die PCR-amplifizierten Sonden wurden aufge- 
relnlgt und anschlieBend unter Venwendung von [a-^^P]dCTP und 
Zufailsprimem (Stratagene) mittels einer Klenow-Reaktlon markiert. 
15 Die Hybrldisiemng mit Einzelsonden erfolgte Qber einen Zeitraum 
von mindestens 6 h. Anschlieliend erfolgten drel Waschschritte in 1 
% SSC, 0,1 % SDS. Die Blots wurden unter Verwendung eines 
Phosphor-Screen (Molecular Dynamics) Qber einen Zeitraum von 24 
bis 72 h entwickelt. Die Screens wurden unter Verwendung einer 
20 Phosphor-Imager-Vorrichtung (Molecular Dynamics) gescannt. Ein- 
zelbanden wurden unter Verwendung von ImageQuant 5,2 (Molecu- 
lar Dynamics) quantitativ erfasst Die Signale wurden entweder nach 
Normalisierung bezQglich Actin-mRNA-Mengen oder anhand von 
Ethidiumbromid-gefarbten 18s- und 28s-rRNA-Banden quantifiziert. 

25 Isolierung chromosomaler DNA und Southern-Hybridisierung 

Chromosomale DNA von C. albicans wurde isoliert wie beschrieben 
(Millon et al., J. Clin. Microbiol., 32 (1994), 1115-1118), mit EcoRI 



-51- 



Gleiss & GroBe 



beziehungsweise Pstl gespalten und auf 0,8 % Agarose-Gelen ge- 
trennt. Das Auftragen auf Nylon-Membranen in 20 x SSC und die 
Hybridisierung mit einer genspezifischen Sonde, die nach dem Zu- 
fallsprinzip mit [a-^^P] dCTP mari^iert worden war, erfolgte gemaS 
5 Standardprotol<ollen (Sambrook, 1989). Die l\/Iembranen wurden un- 
ter Venwendung eines Phosphor-Screens (Molecular Dynamics) 12 h 
entwickelt. AnschlieSend wurden sle gescannt und wie fur die Nor- 
them-Hybridlsierung beschrleben, visualisiert. 

Ergebnisse 

''0 Die DNA-l\/licroarrav-A nalvse fuhrt zur Identifizieruna neuer. durch 
RIM101 reaulierter Zellwandaene im C. albicans 

Die Zellwand von C. albicans schiitzt den Pilz vor seiner Umwelf und 
ist von zentraler Bedeutung fur die Wirt-Pathogen-Wechselwirkung. 
Es ist bekannt, dass der pH-abhangige Transkripitonsfaktor RIM101 

15 zwei Glycosidasen reguliert, die an der Zellwand-Blosynthese von C. 
albicans beteiligt sind (Muhlschlegel und Fonzi, Mol. Cell. Biol., 17 
(1997), 5960-5967). Zur Identifizierung weiterer von RIM101 regulier- 
ter Zellwand-Gene wurde eine Transkriptionsanalyse unter Verwen- 
dung eines zellwandspezifischen DNA-Mlcroarrays durchgefOhrt. Die 

20 Chlp-Experimente wurden unter Venwendung eines Arim101- 
Mutantenstammes und des Stammes RIM101-1426, der das C- 
terminal verkurzte, dominante aktive Protein Rim101-1426p ube- 
rexprimiert, durchgefuhrt. Die Mutantenstamme wurden mit Wildtyp- 
Zellen in YPD-IVIedium bei einer Temperatur von 30°C und einem 

25 pH-Wert von 7,4 beziehungsweise 4,5 verglichen. Zur Erfassung der 
durch die pH-Veranderungen ihervorgerufenen Gen- 
Regulationserelgnisse wurden alle Stamme unter Bedingungen ge- 



-52- 



Gleiss & Gro&e 



zuchtet, die die Ausbildung einer Blastosporen-Morphoiogie favori- 
sieren. Keiner der Stamme zeigte daher filamentoses Wachstum, 
wenn die Zellen zur RNA-lsolierung nach sechsstundlger Kultivie- 
rung geerntet wurden. 

5 Die Gene RBR1. RBR2 und RBR3 werden durch Rim101p reprimiert 

Die erhaltenen Daten zeigen, dass mehrere bislang nicht charakteri- 
sierte offene Laserraster durch Rim101p reprimiert werden, wozu 
RBR1 (orf6.6747;, RBR2 (orf6.6744) und RBR3 (orf6.1159) gehoren. 
. Zur Bestatigung der IVIicroarray-Daten und zur Quantifizierung der 

10 Transkription dieser Gene wurde eine Northern-Blot-Analyse durch- 
gefuhrt. Die Ergebnisse sind in Figur 1b gezeigt. RBR1, RBR2 und 
RBR3 wurden Saure-exprimiert, wobei bei einem neutralen pH-Wert 
keine signifikarite Expression im Wildtyp nachgewiesen wurde. Die 
RSR-Gene wurden durch dominant aktives RIM101-1426 bei einem 

15 sauren pH-Wert reprimiert und unter alien Bedlngungen in ArimlOl- 
Mutantenstammen stark hochreguliert (siehe Figuren 1b und Figur 
4). Gemai^ einer in siKco-Untersuchung weisen alle drei RIM101- 
reprimierten Gene eine etwa 20 Aminosaure umfassende N- 
termlnale Signalsequenz zum Transport in das endoplasmatische 

20 Retlkulum und eine C-terminale hydrophobe Transmembran- 
Domane auf. Alle RBR-Proteinsequenzen umfassen ebenfalls eine 
hydrophobe N-terminaie Domane. Die Transmembran-Domanen 
sind charakteristisch fur GPI-verankerte Zellwandproteine. Den 
Transmembran-Domanen schlieBt sich eine stromaufwarts gelegene 

25 Sequenz mit einer Omega-Stelle an, die die Spaltstelle zur Anlage- 
rung des GPl-Ankers definiert ebenso wie weitere Determinanten, 
die die Lokalisierung entweder in der Zellwand oder in der Plasma- 
membran definieren (Caro et a!., Yeast, 13 (1997), 1477-1489; De 
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Groot et al., Yeast, 20 (2003), 781-796; Frieman und Cormack, Mol. 
Microbiol., 50 (2003), 883-896). Die Proteine Rbr1p (111 Aminosau- 
ren) und Rbr2p (168 Aminosauren) besitzen potentielle Spaltstellen 
an den Positionen 81 beziehungsweise 143. Das Protein RbrSp (560 
5 Aminosauren) zeigt eine potentielle Spaitstelle an Position 540. Dar- 
uber hinaus zeigt die Proteinsequenz mit Ausnahme der C- und N- 
terminalen hydrophoben Sequenzen mehrere Stellen mit einem ho- 
hen O-beta-Glycosylierungs-Potential, das typisch fur pilziiche Zell- 
wandproteine ist (http://\AAAAA^.cbs.dtu.dk/services/YinOYang). 

10 Eine Recherche von pro- und eukaryotischen Genom-Datenbanken 
am National Center for Biotechnology Information 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) zeigte, dass die erfindungsge- 
malSen RBR-Gene keine signifikante Homologie zu Genen von S. 
cerev/s/ae Oder anderen Organismen zeigen. Es zeigte sich, dass 

15 Rbrip etwa 40 % identisch mit Hyr1p von C. albicans, einem GPI- 
verankerten, nicht-essentiellen Zellwandprotein ist, das sehr haufig 
in Hyphen vorkommt (Bailey et al., J. Bacterlol., 178 (1996), 5353- 
5360). 

Der Ar/?rf"Mutantenstamm zeigt einen pH-abhangigen Filamentati- 
20 ons-Pefekt 

Da RBR1 gegenuber den anderen R/M^O^-reprimlerten Genen die 
starkste Expression zeigte, wurde dieses Gen naher charakterisiert. 
Das offene Laserraster (orf6.6747), das Rbrip codiert, hat eine Lan- 
ge von 336 bp und codiert ein GPI-verankertes Protein von nur 111 
25 Aminosauren. Zur funktionellen Charakterisierung des Zellwandpro- 
teins Rbrip In C. albicans wurden drei unabhangige Arbr1- 
Mutantenstamme mittels Transformation und homologer Rekombina- 
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tlon von CA14 unter Verwendung der L/f?>!l3-Fllpper-Kassette 
(Morschhauser et al., 1999) konstrulert. Die Stamme wurden routi- 
nemaSig zuerst auf SC-uri-Medium selektlert und in einem zweiten 
Schritt nach Induktlon der FLP-Rekombinase auf wraS'-Kolonlen. 
5 Homozygote Aribr^-Mutanten wurden entweder nur mit dem URA3- 
Gen Oder mit URA3 und RBR1 unter der Kontrolle von dessen natl- 
vem Promoter revertiert. Heterozygote und homozygote hrbr1- 
Mutanten zeigten keine Wachstumsdefekte unter den venfl/endeten 
Medienbedingungen. Soutliem- und Northern-Blot-Analysen besta- 
10 tigten den Genotyp und die RBRy-Transkriptlon. Da RBR1 haupt- 
sachlich be! eInem niedrigen pH-Wert exprlmiert wird (vergieiche Fi- 
gur lb) sind unter diesen Bedingungen mogiiche Veranderungen im 
Wachstum und bef der Reslstenz gegen Zeliwandstress sowie Fila- 
mentationsdefekte zu enwarten. Daiier wurde das Wachstum und die 
15 Filament-lnduktion der AribrY-Mutanten in Gegenwart von Was- 
serstoffperoxid, Calcofluor-white und 0,3 M MaC\ auf unterschiedli- 
chen Festmedien bei 25»C, 30X und 37°C untersucht. Auf Medien 
mit 2 % Agar wurde kein distirikter Phanotyp beobachtet. wobei je- 
doch die A/*rf-Stamme auf Weichagar mit 0,3 % Agar einen Fila- 
20 mentations-Defekt zeigten. Bei einer dreitaglgen Inkubatlon auf IVI- 
199-Weichagar mit einem pH-Wert von 4,5 zeigte lirbri kein fila- 
mentoses Wachstum (vergieiche FIgur 2). wShrend beim Wildtyp 
und der RBR^-Revertante nach 24 Stunden bei 30''C eine Filamen- 
tation Induzlert wurde. Unter den gleichen Bedingungen und beibel 
25 einem pH-Wert von 7,4 induzierte der Ar-br^Stamm keine Filamente 
nach 24 Stunden (Daten nicht gezeigt). Dieser Defekt in der Fila- 
ment-lnduktion deutet darauf hin, dass RBR1 insbesondere in der 
Zellwand von C. albicans In einer sauren Umgebung benotigt wird. 
Dies stimmt mit dem Expressionsprofll von RBR1 uberein (vergieiche 
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Figur 1b). Nach 5 Tagen auf einem sauren M-1 99-Weichagar bei 
30°C begannen die A/Tbr^-Mutantenstamme auch Hyphen zu bilden, 
was moglicherweise auf einen damit nicht im Zusammenhang ste- 
hendeb Nahrstoffmangel zuriickzufQhren ist. Wenn der Test in fltis- 
5 sigen Medien durchgefuhrt wurde, wurde zwischen dem Wildtyp und 
der AAibr^-Mutante kein Unterschied im Wachstum Oder der Fllamen- 
tlerungsrate festgestellt (Daten nIcht gezeigt), was darauf hinweist. 
dass fur den beobachteten Phanotyp oberflachenvermittelten Effekte 
verantwortllch seln kSnnten. 

10 NRG1 akti viert die Expression von RBR1 

Da Rbr1p am Dimorphismus-Switch beteiligt zu sein scheint. sollte 
die Frage geklart warden, ob neben Rim101p auch andere 
Transkripfionsreguiatoren der l\/lorphogenese in C. albicans an der 
f?S/?Y-Regulation beteiligt sind. Daher wurde die Expression von 
15 RBR1 in den Mutantenstammen Aefg1, Anrg1 und Atupl bel einem 
pH-Wert von 4,5 bel 25''C und einem pH-Wert von 7,4 bel 37"C in 
Hyphen-lnduzlerenden l\/ledlen untersucht (Figur 3). Dabei stelite 
sich heraus, dass die Expression von RBR1 in der iVIutante Anrg1 
bei einem pH-Wert von 4,5 stark reduziert war, wahrend in den Mut- 
20 anten Aefg1 und Atupl dem Wildtyp entsprechende Transkript- 
Mengen nachgewiesen wurden. Bel einem neutralen pH-Wert wurde 
keine signifikante Re/?y-Expression festgestellt, weder Im Wildtyp 
noch in einer der getesteten Deletlonsmutanten. DIese Daten deuten 
darauf hin, dass Nrglp direkt Oder indirekt die RSff^-Transkriptlon 
25 aktiviert, wahrend Efg1p und Tupip unter den getesteten Bedingun- 
gen nicht an der RSRY-Regulation beteiligt waren. 
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Anspruche 

1 Nucleinsauremolekul, das ein zur Hyphenentwicklung eines pa- 
thogenen pilzlichen Organismus erforderliches Zellwandprotein co- 
diert, ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus: 

5 a) einem Nucleinsauremolekul mit einer der in SEQ ID Nr. 1, 
SEQ ID Nn 3 Oder SEQ ID Nr. 5 dargestellten Nucleotidse- 
quenzen, 

b) einem Nucleinsauremolekul mit einer Nucleotidsequenz, die 
ein Protein mit einer der in SEQ ID Nr. 2, SEQ ID Nr. 4 Oder 

10 SEQ ID Nr. 6 dargestellten Aminosauresequenzen codiert, 

c) einem Nucleinsauremolekul mit einer Nucleotidsequenz, die 
uber ihre gesamte Lange eine Homologie von mindestens 
80% zu einer Nucleotidsequenz eines der Nucleinsauremole- 
kule von a) oder b) zeigt, und 

15 d) einem NucleinsauremolekQI mit einer Nucleotidsequenz, die 
zu einer Nucleotidsequenz eines der Nucleinsauremolekute 
von a) bis c) komplementar ist. 

2. Nucleinsauremolekul nach Anspruch 1, wobei das Nucleinsaure- 
molekul die Sequenz des RSR^-Gens von Candida albicans auf- 

20 weist. 

3. NucleinsauremolekQI nach Anspruch 1, wobei das Nucleinsaure- 
molekul die Sequenz des /?S/?2-Gens von C. albicans aufweist. 

4. Nucleinsauremolekul nach Anspruch 1, wobei das Nucleinsaure- 
molekul die Sequenz des RBR3-Gens von C. albicans aufweist. 
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5. Nucleinsauremolekul nach Anspruch 2, wobel das RBR1 -Gen ein 
pH- und/oder Temperatur-reguliertes Gen ist. 

6. Nucleinsauremolekul nach Anspruch 2 oder 5, wobei die Expres- 
sion des RBR1-Gens durch den Repressor Nrg1p aktiviert und durch 

5 den Transkriptionsfaktor Rim 1 01 p reprimiert wird. 

7. NucleinsauremolekQI nach einem der AnsprQche 1 bis 6, wobei 
das NucleinsauremolekQI als DNA-, RNA-, PNA-, LNA-MolekQI oder 
als Mischform davon vorliegt. 

8. Fragment eines Nucleinsauremolekuls nach einern der AnsprQche 
10 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass es in einer Wirtszelle in An- 

tisense-Orientierung zu einem Promoter die Expression eines Zell- 
wandproteins eines pathogenen pilzlichen Organismus hemmen 
kann und mindestens 10 Nucleotide umfasst. 

9. Fragment nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass es 
15 mindestens 15, insbesondere mindestens 25, vorzugsweise mindes- 
tens 50 und besonders bevorzugt mindestens 100 Nucleotide um- 
fasst. 

10. Vektor, dadurch gekennzeichnet, dass er mindestens ein Nuc- 
leinsauremolekul nach einem der AnsprQche 1 bis 7 und/oder min- 

20 destens ein Nucleinsaure-Fragment nach Anspruch 8 oder 9 unter 
der funktionellen Kontrolle von mindestens einem Expressions- 
Regulationselement enthalt, das die Transkription der Nudeinsaure 
in eine translatierbare RNA und/oder die Translation der RNA in ein 
Protein gewahrleistet. 

25 11. Vektor nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Vektor ein PJasmId, Cosmid, Bakteriophage oder Virus ist. 
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12. Vektor nach Anspruch 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Regulationselement ein Promotor, Enhancer, Silencer, 3'- 
Transkriptionstermlnator oder eine RIbosomenblndungsstelle ist. 

13. Vektor nach einem der Anspruche 10 bis 12, wobei der Vektor 
5 eine Signalsequenz zum Transport des exprimierten Proteins in eine 

Zeliorganelle, ein Zellkompartiment, in den extrazeliularen Raum o- 
der aus der Zelle heraus aufweist. 

14. Vektor nach einem der AnsprQche 10 bis 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Nucleinsauremolekul oder Fragment davon in 

10 Antisense-Orientierung zu dem mindestens einen Regulationsele- 
ment angeordnet ist. 

15. Wirtszelle, dadurch gekennzeichnet, dass sie mindestens ei- 
nen Vektor nach einem der Anspruche 10 bis 14 enthalt. 

16. Wirtszelle nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass 
15 die Wirtszelle eine pro- oder eukaryotische Zelle ist. 

17. Wirtszelle nach Anspruch 15 oder 16, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Wirtszelle eine Bakterienzelle, Hefezelle, Insektenzelle oder 
Sdugerzelle ist. 

18. Wirtszelle nach einem der Anspruche 15 bis 17, dadurch ge- 
20 kennzeichnet, dass die Wirtszelle eine C. albicans-ZeWe ist. 

19. Wirtszelle nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass 
die C. albicans-Zelle einen Vektor enthalt, bei dem ein Nucleinsau- 
remolekul mit einer der in SEQ ID Nr. 1, SEQ ID Nr. 3 oder SEQ ID 
Nr.5 dargestellten Nucleotidsequenzen oder mit einer Nucleotidse- 

25 quenz, die ein Protein mit einer der in SEQ ID Nr. 2, SEQ ID Nr. 4 
Oder SEQ ID Nr. 6 dargestellten AmInosauresequenzen codiert, in 
Antisense-Orientierung zu mindestens einem Regulationselement 
angeordnet ist. 
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20. Verfahren zur Herstellung eines zur Hyphenentwicklung eines 
pathogenen pllzlichen Organismus erforderlichen Zellwandproteins, 
insbesondere des Rbr1p-, Rbr2p- oder RbrSp-Proteins von C. albh 
cans, umfassend die Kultivierung einer Wirtszelle nach einem der 
5 Anspruche 15 bis 18 in einem geeigneten Kulturmedium unter Be- 
dlngungen, die eine Expression des Zellwandproteins eriauben, und 
die Gewinnung des exprimierten Zellwandproteins aus der Zelle oder 
aus dem Medium. 

21; Protein, das die in SEQ ID Nr. 2 dargestellte Aminosaurese- 
10 quenz aufweist und von der in SEQ ID Nr. 1 dargestellten Nuclein- 
sauresequenz codiert wird. 

22. Protein nach Anspruch 21, wobei das Protein das Rbr1 p-Protein 
von C. albicans ist. 

23. Protein, das die in SEQ ID Nr. 4 dargestellte Aminosaurese- 
15 quenz aufweist und von der in SEQ ID Nr. 3 dargestellten Nuclein- 

sauresequenz codiert wird. 

24. Protein nach Anspruch 23, wobei das Protein das Rbr2p-Protein 
von C, albicans ist. 

25. Protein, das die in SEQ ID Nr. 6 dargestellte Aminosaurese- 
20 quenz aufweist und von der in SEQ ID Nr. 5 dargestellten Nuclein- 

sauresequenz codiert wird. 

26. Protein nach Anspruch 25, wobei das Protein das RbrSp-Protein 
von C. albicans ist. 

27. Protein nach einem der Anspruche 21 bis 26, hergestellt nach 
25 dem Verfahren gemaU Anspruch 20. 

28. Antikorper, der spezifisch ein Protein nach einem der Anspruche 
21 bis 27 erkennt und daran bindet. 
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29. Antikorper nach Anspruch 28, wobei der Antikorper ein monocio- 
naler oder ein polyclonaler Antikorper ist. 

30. Antikorper, der spezifisch einen Antikorper nach Anspruch 28 
Oder 29 erkennt und daran bindet 

5 31. Verfahren zur Charakterisierung und/oder zum Nachweis des 
Hyphenstadiums von Candida-ZeWen Oder Zellen pathogener pilzli- 
Cher Organismen, die mit Candida verwandt sind, umfassend die 
Inkubation der Zellen oder Zellfraktionen davon mit einem iVIittel zur 
Identiflzierung des Zellwandproteins Rbr1p. Rbr2p und/oder RbrSp, 
10 eines homologen Proteins und/oder eines Fragmentes davon, wobei 
der Nachweis des Proteins oder eines Fragmentes davon das Vor- 
liegen des virulenten Hyphenstadiums der Zellen anzeigt. 

32. Verfahren nach Anspruch 31, wobei die zu charakterisierenden 
Cand/da-Zellen Zellen von C. albicans, C tropicalis, C. f<rusei, C. pa- 

1 5 rapsilosis, C. guiHiermondii, C. glabrata, C. dubliniensis oder C. lusi- 
taniae sind. 

33. Verfahren nach Anspruch 31 , wobei die zu charakterisierenden 
Zellen pathogener pilzlicher Organismen, die mit Candida verwandt 
sind, Zellen einer Tridiosporon-Art oder einer Blastoschizomyces-fKvt 

20 sind. 

34. Verfahren nach einem der Anspruche 31 bis 33, wobei die zu 
charakterisierenden Zellen in einer biologischen Probe vorliegen. 

35. Verfahren nach einem der Anspruche 31 bis 33, wobei die zu 
charakterisierenden Zellen aus einer biologischen Probe isolierte 

25 und angereicherte intakte Zellen sind. 

36. Verfahren nach einem der Anspruche 31 bis 33, wobei zur Cha- 
rakterisierung isoliert:e Zellfraktionen eingesetzt werden, die durch 
Zellaufschluss und Fraktionierung von Cand/da-Zellen oder Zellen 
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von mit Candida verwandten Arten erhaltlich sind und mindestens 
eine Zeliwand-Fraktion umfassen. 

37. Verfahren nach einem der Anspruche 31 bis 36, wobei das zur 
Identifizierung des Proteins Rbr1p, Rbr2p oder Rbr3p, eines liomo- 

5 logen Proteins davon oder eines Fragmentes davon eingesetzte Mit- 
tel ein immunologisches Mittel ist 

38. Verfahren nach Anspruch 37, wobei das imnnunologlsche Mittel 
ein gegen das Proteini Rbr1p, Rbr2p oder RbrSp gerichtetes Antise- 
rum, ein gegen das Protein Rbr1p, Rbr2p oder RbrSp gerichteter An- 

10 tikorper nach Anspruch 28 oder 29 oder ein Fragment davon oder 
ein Komplex davon ist 

39. Verfahren nach Anspruch 38, wobei der Antikorper eine Markie- 
rung, ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus einer Farbmarkie- 
rung, einer radioaktive Markierung, einer Fluoreszenzmarkierung, 

15 einer Chemilumineszenz-Markierung oder einem eine messbare Re- 
aktion auslosenden Enzym, aufweist 

40. Verfahren zum Nachweis einer Cand/da-lnfektion und/oder einer 
Infektion von mit Candida verwandten pathogenen Organismen in 
einer aus einem menschllchen oder tierischen Organismus erhalte- 

20 nen biologischen Probe, wobei die Gegenwart des Proteins Rbrip, 
Rbr2p und/oder RbrSp, eines homologen Proteins davon und/oder 
eines Fragmentes davon in der biologischen Probe und/oder in der 
Zellwand von gegebenenfalls In der biologischen Probe enthaltenen 
Candida-ZeWen oder Zeilen von mit Candida verwandten pathogenen 

25 Organismen nachgewiesen wird, umfassend 

a) die Inkubation der biologischen Probe mit einem Mittel zur 1- 
dentifizierung des Proteins Rbrip, Rbr2p und/oder Rbr3p, si- 
nes homologen Proteins davon oder eines Fragmentes davon 
und 
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b) den Nachweis der Interaktion des Identifizierungsmittels mit 
dem Protein oder Fragment davon. 

41. Verfahren nach Anspruch 40, wobei die Candida-ZeWen Zellen 
von C. albicans, C tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis, C, guillier- 

5 mondii, C. glabrata, C. dubliniensis oder C. lusitaniae sind. 

42. Verfahren nach Anspruch 40, wobel die Zellen pathogener pilzli- 
cher Organismen, die mit Candida verwandt sind, Zellen einer Tri- 
chosporon-Ari oder einer Blastoschizomyces-Art sind. 

. 43. Verfahren nach einem der Arispruche 40 bis 42, wobei die biolo- 
10 gische Probe ein Haut- oder Schleimhautabstrich, eine Organbiop- 
sie, eine Gewebebiopsie, eine Korperflussigkeit, ein Korpersekret. 
Stuhl Oder eine Spulung von Hohlraumen oder Hohlorganen ist. 

44. Verfahren nach Anspruch 43, wobei die Korperflussigkeit Spu- 
tum, Urin, Pleuraerguss, Liquor, Lymphe oder Blut ist. 

15 45. Verfahren nach Anspruch 44, wobei das Blut als ungereinigte 
Blutprobe, Blutplasma oder Blutserum vorliegt. 

46. Verfahren nach Anspruch 44 oder 45, wobei durch den Nachweis 
des Proteins Rbr1p, Rbr2p oder Rbr3p oder eines Fragments davon 
in Blut Oder in der Zellwand von im Blut enthaltenen Cand/da-Zellen 

20 invasive Candidiasis nachgewiesen wird. 

47. Verfahren nach einem der Anspruche 40 bis 46, wobei das zur 
Identifizierung des Proteins Rbr1p, Rbr2p oder Rbr3p eingesetzte 
IVIittel ein immunologisches Mittel ist, 

48. Verfahren nach Anspruch 47, wobei das immunologische Mittel 
25 ein gegen das Protein Rbr1p, Rbr2p oder RbrSp gerichtetes Antise- 
rum, ein gegen das Protein Rbr1p, Rbr2p oder RbrSp gerichteter An- 
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tikorper nach Anspruch 28 oder 29 oder ein Fragment davon oder 
ein Komplex davon ist. 

49. Verfahren nach Anspruch 47 oder 48, wobei der Antikorper eine 
Markierung, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus einer Farb- 

5 markierung, einer radioaktiven Markierung, einer Fluoreszenzmarkie- 
rung, einer Chemilumineszenz-Markierung oder einem eine messba- 
re Reaktton ausiosenden Enzym, aufWeist. 

50. Verfahren zum Auffinden und Identifizieren von Substanzen mit 
therapeutischer Wirkung gegen Krankheiten. die durch Candida- 

10 Arten oder pathogene pilzliche Arten, die mit Candida verwandt sind, 
verursacht werden, wobei eine zu testende Substanz in einem ge- 
eigneten Medium mit mindestens einem Agens, ausgewahlt aus der 
Gruppe bestehend aus einem Nucleinsauremolekul nach einem der 
Anspruche 1 bis 7, einem Nucleinsaure-Fragment nach Anspruch 8 

15 Oder 9, einem Vektor nach einem der Anspruche 10 bis 14, einer 
Wirtszelle nach einem der Anspruche 15 bis 19, einem Protein nach 
einem der Anspruche 21 bis 27 oder einem Antikorper nach einem 
der Anspruche 28 bis 30, in Kontakt gebracht und eine Interaktion 
zwischen der zu testenden Substanz und dem Agens nachgewiesen 

20 wird. 

51. piagnostische Zusammensetzung, umfassend ein Nucleinsau- 
remolekul nach einem der Anspruche 1 bis 7, ein Nucleinsaure- 
Fragment nach Anspruch 8 oder 9, einen Vektor nach einem der An- 
spruche 10 bis 14, eine Wirtszelle nach einem der Anspruche 15 bis 

25 19, ein Protein nach einem der Anspruche 21 bis 27 und/oder einen 
Antikorper nach einem der Anspruche 28 bis 30. 

52. Pharniazeutische Zusammensetzung, umfassend ein Nuclein- 
sauremolekul nach einem der Anspruche 1 bis 7, ein Nucleinsaure- 
Fragment nach Anspruch 8 oder 9, einen Vektor nach einem der An- 

30 spruche 10 bis 14, eine Wirtszelle nach einem der Anspruche 15 bis 
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19, ein Protein nach einem der Anspruche 21 bis 27, elnen Antikor- 
per nach einem der AnsprQche 28 bis 30 und/oder eine Substanz, 
die mittels des Verfahrens nach Anspruch 50 identifiziert wurde. 

53. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 52, wobei 
5 as sich um einen Impfstoff handelt, der ein Protein nach einem der 

Anspruche 21 bis 27 enthalt und der zur aktiven Immunisierung ei- 
nes menschlichen oder tierischen Korpers gegen eine Candida- 
Infektion geeignet ist. 

54. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 52, wobei 
10 es sich um einen Impfstoff handelt, der einen Antikorper nach An- 
spruch 28 Oder 29 enthalt und der zur passiven Immunisierung eines 
menschlichen oder tierischen Korpers gegen eine Cand/da-lnfektion 
geeignet ist. 

55. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 53 oder 54, 
15 wobei der Impfstoff als Lyophilisat voriiegt 

56. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 53 oder 54, 
wobei der Impfstoff als wassrige kolloidale Losung oder Suspension 
vprllegt. 

.57. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspruche 
20 53 bis 56, zusatziich enthaltend mindestens ein Adjuvans. 

58. Kit zur in vitro-ldentifizierung des Zeliwandproteins Rbr1p, Rbr2p 
und/oder Rbr3p von Candida-Men oder eines mit Candida verwand- 
ten pathogenen Organismus und/oder zum in vitro-Nachweis der 
Virulenz von Car?c//c/a-Zellen oder von Zellen eines Organismus, der 
25 mit Candida verwandt ist, umfassend mindestens einen Behalter mit 
einem Antikorper, der das Protein Rbrip, Rbr2p oder RbrSp oder ein 
Fragment davon spezifisch erkennt und daran bindet. 
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59. Kit nach Anspruch 58, umfassend einen zweiten Behalter mit 
dem isolierten und gereinigten Protein Rbr1p, Rbr2p und/oder RbrSp 
von C. albicans, 

60. Verwendung eines Nucleinsauremolekuls nach einem der An- 
5 spruche 1 bis 7, eines Nucleinsaure-Fragmentes nach Anspruch 8 

Oder 9, eines Vektors nach einem der Anspruche 10 bis 14, einer 
Wirtszelle nach einem der Anspruche 15 bis 19, eines Proteins nach 
einem der Anspruche 21 bis 27 oder eines Antikorpers nach einem 
der Anspruche 28 bis 30 zur Diagnose von Krankheiten eines 
10 menschlichen oder tierischen Organismus. die durch Candida-Arten 
Oder pathogens pilzllche Organismeh, die mit Cand/da verwandt 
sind, verursacht werden. 

61 . Verwendung eines Nucleinsauremolekuls nach einem der An- 
spruche 1 bis 7, eines Nucleinsaure-Fragmentes nach Anspruch 8 

15 Oder 9, eines Vektors nach einem der Anspruche 10 bis 14, einer 
Wirtszelle nach einem der Anspruche 15 bis 19, eines Proteins nach 
einem der Anspruche 21 bis 27 oder eines Antikorpers nach einem 
der Anspruche 28 bis 30 zur Herstellung einer diagnostischen Zu- 
sammensetzung zur Diagnose von Krankheiten eines menschlichen 

20 Oder tierischen Organismus, die durch Candida-Arten oder pathoge- 
ne pilzliche Organismen, die mit Candida verwandt sind, verursacht 
werden. 

62. Verwendung eines Agens, das die Expression und/oder Aktivitat 
des Zellwandproteins Rbrip, Rbr2p, RbrSp und/oder eines homolo- 

25 gen Proteins davon vermindert oder hemmt, als Wirkstoff zur Be- 
handlung und/oder Pravention von Krankheiten eines menschlichen 
Oder tierischen Organismus, die durch Candida-Arien oder pathoge- 
ne pilzliche Organismen, die mit Candida verwandt sind, verursacht 
werden. 
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63. Verwendung eines Agens, das die Expression und/oder Aktivitat 
des Zellwandproteins Rbrfp, Rbr2p, RbrSp und/odfer eines homolo- 
geh Proteins davon vermindert oder iiemmt. als Wirl<stoff zur Her-, 
stellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Beiiandiung 

5 und/oder Prevention von Kranl^iieiten eines menscliliclnen oder tieri- 
schen Organismus, die durcli Candida-Arien oder pathogene pilzli- 
clie Organismen, die mit Candida verwandt sind, verursacht werden. 

64. Venwendung nach Anspruch 62 oder 63, wobei das Agens aus- 
gewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus einem Nucleinsaurerpole- 

10 l<ul nach einem der ArisprQche 1 bis 7, einem NudeinsSure- 
Fragment nach Anspruch 8 oder 9, einem Vektor nach einem der 
Anspruche 10 bis 14, einer Wirtszelle nach einem der AnsprQche 15 
bis 19, einem Protein nach einem der Anspruche 21 bis 27, einem 
Antikerper nach einem der AnsprQche 28 bis 30 oder einer Sub- 

15 stanz, die mittels des Verfahrens nach Anspruch 50 identifiziert wur- 
de. 

65. Verwendung eines Nucleinsauremolekuls nach einem der An- 
spruche 1 bis 7, eines Nucleinsaure-Fragmentes nach Anspruch 8 
Oder 9, eines Vektors nach einem der Anspruche 10 bis 14, einer 

20 Wirtszelle nach einem der Anspruche 15 bis 19, eines Proteins nacli 
einem der Anspruche 21 bis 27 oder eines Antikorpers nach einem 
der Anspruche 28 bis 30 zur Identifizierung und/oder zum Nachweis 
von Substanzen, die die Expression oder Aktivitat des Rbr1p- 
Proteins in einem pathogenen pilzlichen Organismus hemmen und 

25 als Wirkstoff zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammenset- 
zung zur BekSmpfung von durdi Candida-Men verursachten Er- 
krankungen geeignet sind. 

66. Verwendung eines Nucleinsauremolekuls mit einer der in SEQ ID 
Nr. 1, SEQ ID Nr. 3 oder SEQ ID Nr. 5 dargestellten Nucleotidse- 

30 quenzen, eines Nucleinsauremolekuls mit einer Nucleotidsequenz, 
die ein Protein mit einer der in SEQ ID Nr. 2, SEQ ID Nr. 4 oder SEQ 
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ID Nr.6 dargestellten Aminosauresequenzen codiert, oder eines 
Fragmentes davon zur Isolierung einer homologen Nucleinsaure, die. 
das Rbr1p-Protein, das Rbr2p-Protein oder RbrSp-Protein von C. 
tropicalis, C. krusei, C. parapsHosis, C. guilliermondii, C. glabrata, C. 
5 dubiiniensis, C. lusitaniae, einer Trichosporon-Art, einer Blastoschi- 
zomyces-Ari oder eines anderen piizlichen pathogenen Organismus 
codiert. 

67. Venwendung eines Antikorpers nach Anspruch 28 oder 29 zur 
Charakterislerung und/oder zum Nachwels des virulenten 
10 Hyphenstadiums von Candida-ZeWen. 
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Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Nucleinsauren, die ein zur Hyphen- 
entwicklung von Candida erforderliches Zellwandprotein codieren, 
Fragmente der Nucleinsauren, die Nucleinsauren oder Nucleinsaure- 
Fragmente enthaltende Vektoren, die Vektoren enthaltende Wirtszel- 
len, die von den Nucleinsauren codierten Zellwandproteine, gegen 
die Proteine gerichtete Antikorper, Verfahren zur Herstellung der 
Zellwandproteine, Verfahren zur Charakterisierung und/oder zum 
Nachweis des Hyphenstadiums von Candida, Verfahren zum Nach- 
weis einer Cand/da-Infeklion, Verfahren zum Identifizieren von Sub- 
stanzen mit therapeutischer Wirkung gegen durch Candida verur- 
sachte Krankheiten. diagnostische und pharmazeutische Zusam- 
mensetzungen, die die Nucleinsauren, Nucleinsaure-Fragmente, 
Vektoren, Wiriszellen, Proteine und/oder Antikorper gegen das Zell- 
wandprotein enthalten, Kits zur in vitro-ldentifizierung der Zellwand- 
proteine sowie die Verwendung der Nucleinsauren, Vektoren, Prote- 
ine Oder Antikorper zur Diagnose und Behandlung von Candida- 
verursachten Krankheiten beziehungsweise zur Herstellung von dia- 
gnostischen oder pharmazeutischen Zusammensetzungen. 
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SEQUENCE LISTING 



<110> Fraxmhofer-Gesellschaft zur Forderung der angewand 

<120> Hyphenspezif ische Zellwandproteine von Candida 

<130> 18610 

<140> 
<141> 

<160> 6 

<170> Patentin Ver. 2.1 



<210> 1 
<211> 336 
<212> DNA 

<213> Candida albicans 



9 



00> 1 
aaattct 
tcatcag 
acctcagctg 
ggtgtttctt 
tctgctgcca 
agcttggcag 



ccaccacttt 
ctgctgcctc 
cttctggtgc 
cagctgcctc 
aatc-tggctc 
ccattgctgg 



attagcttta 
tggtgctgcc 
caaatccggt 
agctgctaaa 
atcaagtggt 
tcttttgttg 



accgcctcaa 
tcggctgctt 
gcttcttcag 
tctggtgctt 
gccggttttg 
ttgtaa 



ttgctgctgt 
ctggtgccaa 
ttgcttctgc 
catctgctac 
ctcctgtcgc 



tatgtctgct 60 
atctggtgct 120 
cgctaaatct 180 
cggtggttca 240 
tggtgctggt 300 
336 



<210> 2 
<211> 111 
<212> PRT 

<213> Candida albicans 
<400> 2 

Met Lys Phe Ser Thr Thr Leu Leu Ala Leu Thr Ala Ser lie Ala Ala 
15 10 15 

Val Met Ser Ala Asp Ser Ser Ala Ala Ala Ser Gly Ala Ala Ser Ala 
20 25 30 

• Ser Gly Ala Lys Ser Gly Ala Thr Ser Ala Ala Ser Gly Ala Lys 
35 40 45 

Ser Gly Ala Ser Ser Val Ala Ser Ala Ala Lys Ser Gly Val Ser Ser 
50 55 60 

Ala Ala Ser Ala Ala Lys Ser Gly Ala Ser Ser Ala Thr Gly Gly Ser 
65 70 75 80 

Ser Ala Ala Lys Ser Gly Ser Ser Ser Gly Ala Gly Phe Ala Pro Val 
85 90 95 

Ala Gly Ala Gly Ser Leu Ala Ala He Ala Gly Leu Leu Leu Leu 
100 105 110 



<210> 3 
<211> 507 
<212> DNA 

<213> Candida albicans 



<400> 3 

atgagattcg 

gaagctgcat 

aagaccgatt 

ttggctacca 

tctttgaatg 

caagctgatg 

aaatcaactg 

ggtggttcct 

ggtgctttgg 



ctttcacaac 
catccgatgt 
atattaaatt 
aagtgttgac 
tttccaactt 
ctggtggcaa 
caagtgctga 
cttctaaagg 
cagttgcttt 



tgtatcatta 
tcaattcttg 
ttttgccacc 
ttatactgat 
agaagcatat 
aggttctgcc 
aaaatctagt 
tggtgtaagt 
aatgtaa 



tcccttttat 
actgctttgg 
gcaaaagatg 
gattcataca 
gctactagtt 
tccggttctg 
ggctcaagtg 
gaacttgttg 



tgtcttcttt 
taggtgatta 
ttccaggtga 
caactttgtt 
tgccatggta 
cctctggctc 
cttctgcttc 
cccctgttgg 



agttgcttca 60 
tcaagatcat 120 
tttatctacg 180 
gaatgatgat 240 
ttccagaatt 300 
tggttctgcc 360 
aagcactgca 420 
tgctgttgtt 480 
507 



<210> 4 
<211> 168 
<212> PRT 

<213> Candida albicans 
<400> 4 

Met Arg Phe Ala Phe Thr Tlir Val Ser Leu Ser Leu Leu Leu Ser Ser 
15 10 15 



Val Ala Ser Glu Ala Ala Ser Ser Asp Val Gin Phe Leu Thr Ala 
20 25 30 



Leu Val Gly Asp Tyr Gin Asp His Lys Thr Asp Tyr He Lys Phe Phe 
35 40 45 

Ala Thr Ala Lys Asp Val Pro Gly Asp Leu Ser Thr Leu Ala Thr Lys 
50 55 60 

Val Leu Thr Tyr Thr Asp Asp Ser Tyr Thr Thr Leu Leu Asn Asp Asp 
65 70 75 80 

Ser Leu Asn Val Ser Asn Leu Glu Ala Tyr Ala Thr Ser Leu Pro Trp 
85 90 95 

Tyr Ser Arg He Gin Ala Asp Ala Gly Gly Lys Gly Ser Ala Ser Gly 
100 105 110 

Ser Ala Ser Gly Ser Gly Ser Ala Lys Ser Thr Ala Ser Ala Glu Lys 
115 120 125 

Ser Gly Ser Ser Ala Ser Ala Ser Ser Thr Ala Gly Gly Ser Ser 
130 135 140 

Ser Lys Gly Gly Val Ser Glu Leu Val Ala Pro Val Gly Ala Val Val 
145 150 155 160 

Gly Ala Leu Ala Val Ala Leu Met 
165 




<210> 5 
<211> 1682 
<212> DNA 

<213> Candida albicans 

<400> 5 

atgataatct ttcggaaatc ttttttcact 
cttgttatca ctcaaaacag agtcgatcgt 
accatcaatt ctggagcttc ttggtcaatt 
agtttaactg ttcagcccaa tgctggtctt 



ttttggcttt tgcttaattc tgtcttagct 60 
ggtgttcttg acgttagtgt tggaaatatc 120 
atcaacaatg ctatatcaac ccttgttgga 180 
tacattaccc tgacttcacc ccttttgtca 240 



cttcaagtca 
aattccctgc 
actggagaaa 
gcatcttggt 
gttagtcttg 
gaagtctaca 
tcgacaatat 
gcagacagcc 
tatgggtttg 
aatccagcat 
tatcaagatt 
aatggtgctg 
ccaagagctt 
actaatccaa 
acagaaactg 
acaatctttc 
ccgtcatcct 
tcttcaagta 
actccaagct 
tcttcaacta 
.tccatctt 
attggcc 
tcatcaa 
agtgccccac 
tc 



m 



cattaacttc 
cttccttaac 
tgtatttttc 
caaacagtgg 
ggacaccatc 
aacagaccac 
atattgccaa 
aatcttccat 
gtaacggtaa 
atagttataa 
ttaatattgg 
gtcttccctc 
tacccgcatc 
ccgagtacac 
gtgtggttga 
caacttcgtc 
caagcaccaa 
gtaaagcatc 
caagcagtaa 
tcccaagttc 
cttctactac 
agacatcgtc 
gcagtcagtc 
cgtcaagtac 



tttgcttagc 
atcgtccaca 
tgcttctggt 
attgatggca 
aggttcaata 
aagcatcaac 
tgtattgtta 
aattgttcaa 
tatggtcggg 
tccatccaca 
tcctggttat 
aacaatactc 
ttgtaagatt 
gaccacaata 
tattctgact 
gtcaagtagt 
accttcatcc 
atcaactact 
gccttcctca 
cagtactcaa 
tccaagctcc 
ttctactgta 
gtcatccggt 
acaatctctg 



acaattcaaa 
tataatttag 
gttttaccta 
ttttatcaaa 
accaataatg 
ggttctggtt 
ccagtttcca 
gctatttcaa 
gttactcttc 
ggtattttaa 
aatcctagtt 
ggttcggttt 
gcatgtaaac 
acaacaacaa 
gatagtaacg 
agcagtagca 
agtagccaac 
ccaagctcta 
actgtaccac 
ccttcttcta 
agcagtcaat 
tcttcgtcga 
acgacaagtt 
tttactgctg 



acaatggtat 
ttggtttatc 
gtgttatggc 
atcaaagaag 
gtcaaatctg 
gtttcactgc 
catcgcaaaa 
cccctcaagt 
cattgatcgg 
gattgagaaa 
tatttctgat 
cttatagtgg 
ccgtgcctac 
attctgctgg 
gatcatggtt 
gcactgtttc 
catcttctac 
gtagtcaatc 
caactggcag 
ctgctccatc 
cttcattttc 
gtagtcaacc 
ccagtagtca 
aaagctccaa 



tattgcgttc 
ccttgtcaac 
tcttactgct 
ttctggtatt 
tttgattaac 
caatcgtaac 
tttttatttg 
gtttaatgtc 
taatatatgg 
tttttttgtg 
cgttactgac 
tcctgttcca 
cgcgccagga 
taagccattg 
ctcaagtact 
ttcaactgct 
tccaccacca 
gtcttcaact 
cagtcagtca 
atctttaagt 
tgctcaaagc 
atcgtgctgg 
gttttcttca 
tagtcaatta 



300 

360 

420 

480 

540 

600 

660 

720 

780 

840 

900 

960 

1020 

1080 

1140 

1200 

1260 

1320 

1380 

1440 

1500 

1560 

1620 

1680 

1682 



<210> 6 
<211> 560 
<212> PRT 

<213> Candida albicans 

<400> 6 

Met lie lie Phe Arg Lys Ser Phe Phe Thr Phe Trp Leu Leu Leu Asn 
15 10 15 

Ser Val Leu Ala Leu Val lie Thr Gin Asn Arg Val Asp Arg Gly Val 
20 25 30 

Leu Asp Val Ser Val Gly Asn lie Thr lie Asn Ser Gly Ala Ser Trp 
— 35 40 45 



lie lie Asn Asn Ala lie Ser Thr Leu Val Gly Ser Leu Thr Val 
50 55 60 



Gin Pro Asn Ala Gly Leu Tyr lie Thr Ser Thr Ser Pro Leu Leu Ser 
65 70 75 80 

Leu Gin Val Thr Leu Thr Ser Leu Leu Ser Thr lie Gin Asn Asn Gly 
85 90 95 

lie lie Ala Phe Asn Ser Ser Pro Ser Leu Thr Ser Ser Thr Tyr Asn 
100 105 - 110 

Leu Val Gly Leu Ser Leu Val Asn Thr Gly Glu Met Tyr Phe Ser Ala 
115 120 125 

Ser Gly Val Leu Pro Ser Val Met Ala Leu Thr Ala Ala Ser Trp Ser 
130 135 140 



Asn Ser Gly Leu Met Ala Phe Tyr Gin Asn Gin Arg Ser Ser Gly lie 
145 150 155 160 



Val Ser Leu Gly Thr Pro Ser Gly Ser lie Thr Asn Asn Gly Gin lie 
165 170 175 



Cys Leu lie Asn Glu Val Tyr Lys Gin Thr Thr Ser lie Asn Gly Ser 
180 185 190 

Gly Cys Phe Thr Ala Asn Arg Asn Ser Thr lie Tyr lie Ala Asn Val 
195 200 205 

Leu Leu Pro Val Ser Thr Ser Gin Asn Phe Tyr Leu Ala Asp Ser Gin 

210 215 220 

Ser Ser lie lie Val Gin Ala lie Ser Thr Pro Gin Val Phe Asn Val 
225 230 235 240 

Tyr Gly Phe Gly Asn Gly Asn Met Val Gly Val Thr Leu Pro Leu lie 
245 250 255 

Gly Asn lie Trp Asn Pro Ala Tyr Ser Tyr Asn Pro Ser Thr Gly lie 
260 265 270 



Arg Leu Arg Asn Phe Phe Val Tyr Gin Asp Phe Asn lie Gly Pro 
275 280 285 



Gly Tyr Asn Pro Ser Leu Phe Ser lie Val Thr Asp Asn Gly Ala Gly 

290 295 300 

Leu Pro Ser Thr lie Leu Gly Ser Val Ser Tyr Ser Gly Pro Val Pro 

305 310 315 320 

Pro Arg Ala Leu Pro Ala Ser Cys Lys lie Ala Cys Lys Pro Val Pro 

325 330 335 

Thr Ala Pro Gly Thr Asn Pro Thr Glu Tyr Thr Thr Thr lie Thr Thr 

340 345 350 

Thr Asn Ser Ala Gly Lys Pro Leu Thr Glu Thr Gly Val Val Asp lie 

355 360 365 

-r \ Ser Thr Asp Ser Asn Gly Ser Trp Phe Ser Ser Thr Thr lie Phe Pro 

370 375 380 



fr Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Thr Val Ser Ser Thr Ala 

5 390 395 400 

Pro Ser Ser Ser Ser Thr Lys Pro Ser Ser Ser Ser Gin Pro Ser Ser 

405 410 415 

Thr Pro Pro Pro Ser Ser Ser Ser Lys Ala Ser Ser Thr Thr Pro Ser 

420 425 430 

Ser Ser Ser Gin Ser Ser Ser Thr Thr Pro Ser Ser Ser Ser Lys Pro 

435 440 445 

Ser Ser Thr Val Pro Pro Thr Gly Ser Ser Gin Ser Ser Ser Thr lie 

450 455 460 

Pro Ser Ser Ser Thr Gin Pro Ser Ser Thr Ala Pro Ser Ser Leu Ser 

465 470 475 480 



Ser Pro Ser Ser Ser Thr Thr Pro Ser Ser Ser Ser Gin Ser Ser Phe 
485 490 495 



Ser Ala Gin Ser Ser lie Gly Gin Thr Ser Ser Ser Thr Val Ser Ser 
500 505 510 

Ser Ser Ser Gin Pro Ser Cys Trp Glu Ser Ser Ser Ser Gin Ser Ser 
515 520 525 

Ser Gly Thr Thr Ser Ser Ser Ser Gin Phe Ser Ser Ser Ala Pro Pro 
530 535 540 

Ser Ser Thr Gin Ser Ser Phe Thr Ala Glu Ser Ser Asn Ser Gin Leu 
545 550 555 560 




